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APC: antigénprezentáló sejt  
(antigen-presenting cell) 
APS: ammonium-perszulfát 
BCR: B-sejt receptor (B Cell Receptor) 
BMDC: csontvel i eredet  sejtekb l 
differenciáltatott DC (bone marrow-derived 
DC) 
DC: dendritikus sejt (dendritic cell) 
BSA: borjú szérum albumin  
(Bovin Serum Albumin) 
C3 és C4: 3-as és 4-es komplement fehérje 
CDR: hipervariábilis régió 
(Complementarity-determining region) 
CpG oligonukleotid: metilálatlan CG 
motívumot tratalmazó oligonukleotid 
CR1: Komplement Receptor 1  
(Complement Receptor 1) 
CR2: Komplement Receptor 2 
(Complement Receptor 2) 
DEC-205: dendritikus sejteken és epitéliális 
sejteken megjelen  receptor (dendritic and 
epithelial cells, 205 kDa) 
DC: dendritikus sejt (dendritic cell) 
DNS: dezoxiribóznukleinsav 
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav 
ELISA: Enzyme-Linked Immunsorbent 
Assay 
ELISPOT: Enzyme-linked immunosorbent 
spot assay 
FACS: áramlási citofluoriméter 
(Fluorescence activated cell sorter) 
FCS: fötális borjú szérum (Fetal calf serum) 
FDC: follikuláris dendritikus sejt 
Fc RII/III: II és III típusú gG Fc-részét köt  
receptor II és III 
FITC: fluoreszcein izotiocianát 
GM-CSF: granulocita és makrofág 
kolóniastimuláló faktor (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) 




ICAM-1: sejtadhéziós molekula (Inter-
Cellular Adhesion Molecule 1) 
IPTG: izopropil- -D-tiogalaktopiranozid 
LB médium: Luria-Bertani médium 
LyVE-1: sejtfelszíni struktúra a limfatikus 
endotél sejteken (lymphatic vascular 
endothelial cell) 
MARCO: kollagén szerkezet  makrofág 
receptor (macrophage receptor with 
collagenous structure) 
MHCI:  major histocompatibility complex I 
MHCII: major histocompatibility complex II 
OVA: ovalbumin 
PAGE: Poliakrilamid gélelektroforézis 
PE: fikoeritrin (phycoerythrin) 
PBS: foszfát puffer (phosphat buffered 
saline) 
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scFv: rekombináns egyláncú ellenanyag 
fragmentum (single chain Fragment 
variable) 
SCR: rövid ismétl d  szekvencia (short 
consensus repeat) 
SDC: Na-dezoxikolát 
SDS: Na-dodecil-szulfát  
SLS: Na-lauril-szarkozin 
TEMED: N,N,N,N-tetrametilén-diamin 
TI: T-sejt független aktiváció (T-cell 
independent) 
v/v%: térfogat százalék (volume/volume) 
w/v%: vegyes százalék (weight/volume) 
VH : Immunglobulin nehéz lánc variábilis 
régió 





I. Irodalmi áttekintés 
 
I.1. Vakcinák és adjuvánsok fejlesztésének irányai  
 
Az immunrendszer egyik alapvet  feladata a szervezetbe került kórokozók, idegen 
anyagok felismerése, elpusztítása és hosszantartó védettség kialakítása az újrafert zöttség 
elkerüléséhez. Az orvosi terápiában alkalmazott vakcinák, oltóanyagok célja szintén a 
fajlagos és aktív, memória válasszal is járó immunitás el idézése a szervezetben egy adott 
kórokozó ellen, megel zve vagy kezelve a már kialakult betegségeket. A legkorábbi 
oltóanyagok legyengített vagy elölt kórokozókat tartalmaztak, vagy azok toxinjainak 
módosított, nem mérgez  változatait (diftéria vagy tetanusz elleni vakcina). Ezek a típusú 
oltóanyagok, a kórokozók többféle antigénjét tartalmazva, legtöbbször hatékony 
immunválaszt váltottak ki, ugyanakkor az esetenként fellép  mellékhatások csökkentése és 
elkerülése miatt a vakcinafejlesztés újabb iránya az olyan oltóanyagok el állítása lett, amely 
az elölt kórokozók helyett azok darabjait vagy antigénjeinek rekombináns formáját (alegység 
vakcinák) tartalmazzák (1;2). A rekombináns antigének alkalmazása lehet vé teszi az 
oltóanyag összetételének pontos meghatározását, ami hozzájárul a biztonságos 
felhasználásukhoz. Emellett a min ségük biztosítása is szabályozottabb a rekombináns 
technikáknak köszönhet en, mint a teljes kórokozókat tartalmazóké, amelyeknél az egyes 
termelések min sége között akadhatott széles eltérés, kedvez tlen vagy ártalmas 
mellékhatásokat okozva (3;4). Ugyanakkor a rekombináns antigének számos esetben 
gyengébb immunogenitásúak egy teljes kórokozóhoz képest, gyorsabban kiürülnek a 
szervezetb l, vagy nem megfelel en kerülnek bemutatásra az immunsejteknek, így vagy 
nem, vagy csak többszöri oltást követ en váltanak ki hatékony immunreakciót. A probléma 
kiküszöböléséhez széles körben használnak alegység vakcináknál a rekombináns antigének 
mellett úgynevezett adjuvánsokat, azaz önmagukban nem specifikus reakciót kiváltó, 
immunválaszt fokozó vagy moduláló hatású reagenseket.  
Az adjuvánsok egy részének hatásmechanizmusa azon alapszik, hogy az antigéneket 
körülvéve úgynevezett depót képeznek az oltás helyén, amelyb l azok lassabban 
felszabadulva hosszantartó vagy ismételt aktivációra késztetik az immunsejteket (5). Ilyen a 
víz-olaj alapú komplet, illetve inkomplet Freund adjuváns, amelyek er s lokális gyulladási 
folyamatokat is kiváltanak az oltás helyén, növelve a velük együtt bejuttatott antigének 
immunogenitását (6;7). Szintén f leg ezen alapul az alumínium sókat tartalmazó alum hatása 
is, amely ma az egyetlen humán felhasználásra általánosan elterjedt adjuváns, mivel nem 
okoz mellékreakciókat, bár hatása elmarad az el bbiekét l (8). Újabb eredmények szerint az 
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alum a depó formáláson kívül bizonyos, az úgynevezett Nalp3 jelátviteli tömb kialakulását 
kiváltó receptorok aktivációján keresztül is hat egyes fagocita sejteknél (9;10). Régóta 
kutatják humán felhasználásra a szkvalén alapú olaj-víz emulziókat, pl. MF59 nev  adjuvánst 
(11;12), vagy a Quil A (Quillaja saponaria) szaponin tartalmú adjuvánsokat is (13). Az 
adjuvánsok egy másik nagy körét adják a virális, illetve a bakteriális mérettartományba es  
nano- és mikrorészecskék. Ezek közül a legismertebbek a 20-200 nm átmér j  vírus-szer  
partikulumok (VLP,), az úgynevezett ISCOM immunstimuláló komplexek, azaz Quil A 
fehérje tartalmú liposzómák, valamint egyéb 100-200 nm méret  liposzómák, és a 
szervezetben lebomló (pl. PLA: politejsav vagy PLGA: politejsav-glikolsav alapú) vagy nem 
lebomló (pl. polisztirol vázú) 0,2-5 μm-es mikrogyöngyök (14). A partikulumok 
immunválaszt fokozó hatása els sorban a méretüknek köszönhet , ugyanis a vírus vagy 
baktérium méret  testeket a fagocita sejtek, úgymint a dendritikus sejtek (DC) és a 
makrofágok, hatékonyan felveszik, és a hozzájuk kapcsolt antigéneket is feldolgozzák és 
bemutatják (1;15;16). A nagyobb (>100 nm) mikropartikulumok hatása kiegészül azzal, hogy 
depót is képeznek az oltás helyén, mivel számukra a nyirokerek és a szövetek nem 
átjárhatóak (17;18). A nano- és mikropartikulumok alkalmazásának hátránya, hogy könnyen 
aggregálódnak, így az oltóanyag nem homogén, és az összetételének pontos követhet sége 
sérül.  
Az adjuvánsok legújabb generációját az úgynevezett molekuláris adjuvánsok alkotják; 
olyan fehérjék – pl. citokinek, toll-szer  receptor ligandumok illetve agonista ellenanyagok 
és ellenanyag fragmentumok - vagy poliszaharidok vagy oligonukleotidok, amelyek 
közvetlenül az antigénprezentáló sejtek (APC) - azaz a DC-k, a makrofágok és a B-sejtek – 
patogén felismeréséhez és felvételéhez, vagy aktivációjához szükséges receptorokra hatnak 
(19). Ezen adjuvánsok nagy el nye, hogy az APC-ket célzottan, receptor közvetített módon 
aktiválják, amely hatékony, mégis kevesebb mellékreakcióval jár, szemben pl. a 
depóképzéssel ható adjuvánsokkal. Munkánk egyik célja ilyen molekuláris adjuvánsok 
fejlesztése volt.  
 
I.2. Az immunválasz szabályozása az antigénprezentáló sejtek célzásával 
 
I.2.1. Az antigénprezentáló sejtek szerepe az immunválasz kialakításában 
 
A hatékony immunválasz kialakulásához elengedhetetlen az adaptív immunrendszer 
elemeinek, a T- és a B-limfocitáknak aktivációja az antigén megjelenésekor. Mindkét 
sejttípus nagy varianciát mutató, specifikus antigén-köt  receptorral bír, amellyel nemcsak 
 9
fehérje, hanem - a B-sejteknek köszönhet en - lipid, szénhidrát vagy nukleinsav természet  
struktúrákkal is kapcsolódni tud. Míg a B-sejtek önállóan képesek az antigének megkötésére 
a B-sejt receptorokon át, addig a  T-sejtek antigénkötése az APC-k által feldolgozott, majd 
MHCI illetve MHCII molekulákon bemutatott peptidekre korlátozódik (20). Az APC-k egyik 
fontos szerepe tehát a kórokozó megjelenésekor az antigének gyors és hatékony felvétele és 
bemutatása T-sejteknek MHCI vagy MHCII fehérjékhez kapcsoltan (1. ábra).  
 
 
1. ábra: Az antigénprezenáló sejtek fontos szerepe az antigénspecifikus T-sejtek 
aktiválása, amely elengedhetetlen a hatékony immunválasz kialakulásához. Az aktivált T-
sejtek többek között differenciálódhatnak az els sorban gyulladási folyamatokat és a 
citotoxikus T-sejtek aktivációját szabályozó Th1 sejtekké, vagy az ellenanyagtermelést segít  
és a gyulladási folyamatokat gátló citokineket termel  Th2 effektor T-sejtekké is. A DC-ken 
kívül a B-sejtek és a makrofágok is képesek a T-sejteknek antigént bemutatni. (Kép forrása: 
Trends in immunology Vol.27,573-579, Reddy ST et al.) 
 
Az antigén felvétele fagocitózissal vagy receptor–közvetített úton történhet; utóbbi 
esetben a patogén mintázatfelismer  receptorok, vagy az antigéneket immunkomplex 
formában (IC) - azaz specifikus ellenanyagokkal és aktivált komplement fragmentumokkal 
opszonizált - felvev  receptorok játszanak szerepet. Ez utóbbiak közé az immunglobulin (Ig) 
Fc- részét köt  receptorok (FcR) és a komplement receptorok tartoznak. A T- és a B-sejtek 
hatékony aktivációjához az antigént felismer  receptorok keresztkötése ugyanakkor nem 
elég, további kostimulációs jelek is szükségesek, amelyeket szintén az APC-k biztosítanak a 
F  cél: a CD8 T 
sejtek stimulációja 
és IgG izotípus 
váltás 




Els  jel:  
Második jel: 
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T-sejteknek, egyes adhéziós (pl. ICAM-1) fehérjék és kostimulátor receptorok (CD40, CD80, 
CD86, CD134, CD137) fokozott expressziójával, illetve citokinek és kemokinek 
termelésével (1. ábra). Az aktivált és polarizálódott effektor CD4+ T-sejtek citokin termelése 
pedig szabályozza az APC-k differenciációját és az ellenanyagtermelést, csakúgy, mint a 
CD8+ T-sejtek általi celluláris immunválaszt, továbbá a memória válasz létrejöttét. 
 
I.2.2. Az APC-k célzásának f  irányvonalai 
 
Számos tanulmány foglalkozik az APC-k közvetlen stimulálásával antigének 
jelenlétében. Ismert, hogy antigén adása  mellett a Toll-szer  receptorok (TLR) stimulálása 
pl. CpG (21), vagy LPS (22), vagy h sokkfehérje (23) segítségével, fokozza az antigén 
immunogenitását, viszont esetenként szöveti károsodásokhoz vezethet. Ezzel szemben az 
antigének irányítása MHCII receptorokhoz (24;25) egyértelm en adjuváns hatásúnak 
bizonyult jelent sebb mellékhatások nélkül. Az egyik ideális stratégia tehát az immunválasz 
fokozásához az APC-k antigénfelvételének el segítése. Az IC felvételében az APC-ken 
többek között az IgG Fc részét köt  kis affinitású receptor II (az Fc RII, CD32) és III 
(Fc RIII, CD16), illetve a komplement fragmentumokat köt  komplement receptor 1 (CR1, 
CD35) és 2 (CR2, CD21) játszik szerepet, amely receptorok is ideális jelöltek lehetnek az 
antigének felvételének fokozásához. 
A másik stratégia az APC-k kostimulációs receptorainak, úgy mint a CD40, a CD134 
(OX40), a CD137 (4-1BB), a CD80 vagy a CD86 aktiválása (26), illetve citokinek 
alkalmazása (27;28) az oltóanyagban. Ennek a stratégiának az el nye, hogy a kostimulációs 
receptorok aggregációjával induló jelátviteli folyamatok pozitívan szabályozzák az APC-k 
érését és így további kostimulációs képességüket er sítik, amelyek elengedhetetlenek a 
hatékony t- és B-sejtes immunválaszhoz. A CD40 receptor célzása a legáltalánosabban 
elterjedt, mivel ez a receptor minden APC-n konstitutívan jelen van, és régebb óta kutatott a 
többi említett kostimulátorhoz képest. 
Kevés olyan kutatás ismert jelenleg, ahol a két stratégiát ötvöznék, vagy amely 
egyszerre több receptor együttes aktivációjával kívánná elérni az immunválasz modulációját, 
holott a szervezetbe bekerül  patogének több különböz  receptor együttes aktivációjával 






I.2.3. Az egér komplement receptor 1 és 2 
 
I.2.3.1. Az mCR1/2 szerkezete és funkciói  
 
Az egér Komplement receptor 1 és Komplement receptor 2 (mCR1, mCR2) a 
komplement fragmentumok megkötéséért felel sek, és els sorban B-sejteken valamint 
follikuláris DC-ken (FDC) fejez dnek ki (29), de aktivált T-sejtek is képesek a receptorok 
expressziójára (30;31). Az mCR1 természetes liganduma a C3b, a C4b és az iC3b 
komplement fehérje fragmentumok, míg az mCR2 C3d és C3dg köt helyet tartalmaz (32-
34). Az mCR1-t és mCR2-t is ugyanaz a gén kódolja, és alternatív átíródás útján képz dik a 
két külön receptor (35). Az mCR1 extracelluláris részén 21 db úgynevezett „short consensus 
repeats”, SCR szekvenciát hordoz. Ett l az mCR2 szerkezete csak annyiban tér el, hogy az 
els  hat, N terminális részen lév  SCR hiányzik (36;37) (2. ábra A). A C3d köt helyét az 
mCR2 N terminális els  két SCR-jében lokalizálták (38), míg a C3b kötéséért az mCR1 els  
két SCR-je felel s (33). Mivel ezen a különbségen kívül a két receptor teljesen megegyezik, 
az mCR2 ellenes monoklonális ellenanyagok többsége az mCR1-t is felismeri (39), így az 
irodalomban sokszor a CR1/2 receptor megjelölést használják, nem különítve el a két 
receptort. A két receptornál a transzmembrán és az intracelluláris részek is azonosak, 
feltehet en ugyanazokkal a sejten belüli fehérjékkel asszociálnak a jelátvitel során, és a 
funkciójuk is hasonló.  
A B-sejteken az mCR1/2 receptorok a CD19-cel, és az ehhez kapcsolódó CD81 
molekulával asszociált formában vannak jelen, amelynek bizonyítéka, hogy CD19 ellenes 
antitestekkel precipitálhatóak (40). A CR2-r l kimutatták, hogy a CD19-el együtt, 
koreceptorként m ködnek a BCR mellett: a C3d fragmentumot és antigént tartalmazó 
komplexek a BCR és a CR2 receptor keresztkötésével a B-sejtek aktivációs küszöbét 
csökkentették (41;42), lehet vé tévve az aktivációt kis mennyiség  antigének jelenlétében is. 
Az mCR1/2 további funkciója B-sejteken a komplement fragmentumokat tartalmazó 
antigének, IC-k szállítása a nyirokcsomók szubkapszuláris szinuszának, illetve a lép 
marginális zónájának területér l az FDC-khez (43) (2. ábra B). Az FDC-ken lév  CR1/2 
szerepe az IC-k megkötése és bemutatása a B-sejtek felé, el segítve ezáltal a B-sejtek 




2. ábra: Az mCR1/2 szerkezete és funkciói. (A) Az mCR1 21 db, az m CR2 15 db 
SCR egységb l épül fel, és mindketten a CD81 (TAPA), illetve a CD19 fehérjéhez 
kapcsoltan jelennek meg a sejtek felszínén. (Kép forrása: Mol Immunol. 2009 
Sep;46(14)). (B) Az mCR1/2 a B-sejteken koreceptorként m ködve el segíti a sejtek B-
sejt receptorán keresztül történ  aktivációját. Továbbá szerepük van az IC-k szállításában, 
felvételében és az FDC-ken a sejtfelszíni megtartásukban is a memória válasz 
kialakításához.  
 
Az mCR1/2 mind a B-sejteken, mind az FDC-ken elengedhetetlen a hatékony T-sejt 
függ  B-sejtes válasz kialakulásához (29), amelyet bizonyít, hogy CR1/2 hiányos egerek 
vagy CR1/2-t alacsony szinten kifejez  (hipomorf) egerek immunizációjakor nem történik 
meg, vagy nem tökéletes a germinális centrumok kialakulása, és sérül az ellenanyagok 
affinitásérése valamint izotípusváltása (46-48). A CR1 ezen kívül szerepet játszik a 
komplementrendszer aktivációjának szabályozásában is a C3b további, iC3b-re és C3d-re 
való degradációjával (49). 
 
1.2.3.2. Az mCR1/2 stimulálásának stratégiái és hatása az immunválasz alakulására 
 
Az egyik elterjed stratégia az mCR2 célzására több, egymást követ  C3d 
fragmentumhoz kapcsolt antigén alkalmazása. C3d-tojás lizozim (hen egg lyzozime, HEL) 
(42), vagy C3d-kanyaró vírus hemagglutinin fehérje (50) konjugátumokkal való 
immunizáció növelte az antigénspecifikus IgG szérumszinteket, ahhoz képest, hogyha az 
antigéneket önmagukban adták. Egy C3d-influenza hemagglutinin fehérje konstrukciót 
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kódoló DNS vakcina alkalmazása szintén emelte az anti-hemagglutinin neutralizáló 
ellenanyagok mennyiségét, illetve az ellenanyagok aviditása, és a hemagglutinációt gátló 
aktivitása is emelkedett (51). Ezzel szemben a C3d-diftéria toxin fúziós fehérjékkel való 
immunizáció hatására csökkent a diftéria toxin ellenes antitest szint (52;53), míg C3d-
sztrepatvidin (SA) tetramerek szuboptimális koncentrációban fokozták, nagyobb dózisban 
viszont gátolták a sztreptavidin specifikus IgM illetve IgG termelést. Emellett kimutatták azt 
is, hogy a SA-C3d konjugátumok CR1/2 hiányos egereknél is fokozták az anti-sztreptavidin 
ellenanyagok termel dését (53;54). Ezek az ellentmondó eredmények jelzik, hogy a C3d-
antigén konjugátumok alkalmazása nem egyértelm en a leghatékonyabb módszer az mCR1/2 
célzására. A CR1/2 hiányos egereknél kimutatott fokozott immunválasz utal a CR1/2–t l 
független folyamatok jelenlétére, továbbá a konjugátumok hatását befolyásolja a komplexek 
koncentrációja mellett az antigén természete, illetve a C3d fragmentumok aggregációja.  
A másik elterjedt mCR1/2 stimulálási mód az irodalomban az agonista anti-CR1/2 
ellenanyagok alkalmazása. A 7g6 anti-mCR1/2 ellenanyaghoz (55) kapcsolt ovalbumin 
(OVA) (56), vagy Alexa 488 festék (57) fokozott antigénspecifikus IgG termelést váltott ki, 
ahhoz képest, ha izotípus kontrol ellenanyag-antigén konjugátumot, vagy F(ab’)2-antigén 
konjugátumot vagy az antigént önmagában alkalmazták. Az F(ab’)2-antigén konjugátum 
esetén megjelen  gyenge ellenanyagválasz jelzi, hogy nemcsak az mCR1/2-nek, hanem 
valószín leg az Fc R-oknak is szerepe van a kiváltott hatásban. Az Fc R-ok hatása 
kivédhet , ha Fc-rész nélküli rekombináns ellenanyagot alkalmaznak a célzáshoz. Prechl J. 
és munkacsoportja a 7g6 ellenanyagból rekombináns egyláncú ellenanyagot (scFv) hozott 
létre a 7G6 hibridóma sejtek RNS-éb l kiindulva, az immunglobulin gének klónozásával 
(58). A 7g6 scFv-hez kapcsolt influenza hemagglutinin eredet  peptiddel végzett in vitro 
kísérletekben kimutatták, hogy az anti-mCR1/2 scFv hatékonyan segítette a hozzá kapcsolt 
peptid B-sejtek általi felvételét és bemutatását (59). Ugyanakkor az in vivo kísérletekben 
ugyanez a konjugátum nem indukált hatékony humorális immunválaszt.  
Irodalmi adatok alapján tehát elmondható, hogy az antigének mCR1/2 receptorok való 
eljuttatása sok esetben a B-sejtek fokozott aktivációját és ellenanyagtermelés váltottak ki, 
ugyanakkor immunválaszt gátló hatások is megjelenhetnek. Az mCR1/2 stimulálása antigén 
jelenlétében a sejtek szintjén egyértelm en az aktiváció el segítését jelenti, ám a szervezet 
szintjén értelmezett hatás már nem egyértelm ; az aktiváció helyett tolerancia is kialakulhat, 





I.2.4. Az egér Fc R-ok  
 
I.2.4.1. Az egér Fc R-ok szerkezete és funkciói 
 
Az egér IgG Fc-részét köt  receptorok közé az IgG-hez nagy affinitással kapcsolódó 
Fc RI (CD64), és a kis affinitással kapcsolódó Fc RIIB, III és IV tartoznak (60-62) (3. ábra). 
Az Fc RI, III és IV aktiváló receptorok; a szerkezetükre jellemz , hogy a ligandum kötésért 
felel s lánc mellett egy közös -  lánc, az FcR  található, amely a jelátvitelért felel s, és 




3. ábra: Az egér Fc R receptorok szerkezete és elnevezése. Az aktiváló Fc R 
receptorok több láncból állnak, a jelátvitelért az ITAM motívumot hordozó -láncok felelnek. 
A gátló Fc RIIB egy láncból áll, amelynek intracelluláris részén ITIM jelátviv  motívum 
található. (Kép forrása: Nimmerjahn F et al, Nature Rev Immunology, 2008) 
 
Az FcR  láncok intracelluláris szakaszukon immunreceptor tirozin alapú aktivációs 
motívumot (ITAM) (64) hordoznak, amely foszforilálódik a receptorok keresztkötése során, 
olyan jelátviteli folyamatokat indítva, amely többek között az IC-ek fagocitózisához, 
gyulladási citokinek termeléséhez, degranulációhoz, vagy az ellenanyag függ  citotoxikus 
reakciókhoz vezetnek (63), valamint hozzájárulnak a DC-k éréséhez is (65) (4. ábra). A 
természetes immunrendszer számos sejtje kifejezi az aktiváló Fc R receptorokat, többek 
között monocitákon, makrofágokon, DC-ken, neutrofil és bazofil granulocitákon, 
hízósejteken és természtes öl sejteken (NK sejtek) is megjelennek (61). Az Fc R-ok 
kifejez dhetnek nem immunsejteken is, mint az endotél sejtek, az oszteoklasztok, vagy a 
mikroglia sejtek, ám ezek szerepe még kevésbé ismert. 
Az Fc RIIB receptor egyetlen láncból áll, amelynek intracelluláris szakaszán gátló 
hatású, immunreceptor tirozin alapú inhibíciós motívum (ITIM) található (66;67), és f ként a 
B-sejteken, a DC-ken, az FDC-ken, a makrofágokon, és a granulocitákon fejez dik ki (61). 
Az Fc RIIB keresztkötése a BCR-rel (66) vagy egy aktiváló Fc R-ral (68) az ITIM 
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motívumok foszforilációjához és a második receptor jelátvitelének blokkolásához vezet, 
ezáltal sejttípustól függ en gátolhatja az ellenanyagtermelést, a gyulladási citokinek 




4. ábra: Az Fc R receptorok f bb szerepei az immunfolyamatok szabályozásában. Az 
Fc R-ok fontos szerepe az ellenanyaggal opszonizált antigének, azaz az immunkomplexek 
felvétele és az antigénbemutatás el segítése DC-ken és makrofágokon, továbbá 
keresztköt désük kiváltja ezen sejtek érését és gyulladási folyamatokat is elindít. Az Fc R-ok 
szabályozzák a B-sejtek aktivációját, és gátolják a túlzott ellenanyagtermelést. Ezen kívül 
szerepet játszanak a hízósejtek, a neutrofil, illetve bazofil granulociták degranulációjában, 
valamint a természetes öl sejtek által irányított ellenanyag függ  citotoxikus reakcióban. 
(Kép forrása: Nimmerjahn F. et al, 2008, Nat. Rev. Immunol.) 
 
Az Fc RIIB-nek kétféle izoformája mutatható ki: a B1 izoforma csak a B-sejteken, a 
B2 pedig csak a mieloid eredet  sejteken található (69). A B1 izoforma esetében leírták, hogy 
intracellulárisan 19 aminosavval hosszabb, mint a B2, ami megakadályozza a receptor 
internalizációját (70), ezáltal az antigénbemutatását, és az így induló T-sejt aktivációt is 
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(71;72). Ezzel szemben a B2 izoforma képes kisebb, szolubilis immunkomplexek felvételre 
(70;73) és segíti az antigének bemutatását.  
Az Fc R-ok ligandumai egerekben a négyféle IgG alosztály tagjai, azaz az IgG1, 
IgG2a, IgG2b (esetenként IgG2c) és IgG3 ellenanyagok, amelyek mindegyike képes 
kapcsolódni az Fc R-okhoz, bár különböz  affinitással, és a preferencia Fc R receptorokként 
eltér  (74;75). 
 
I.2.4.2. Az egér Fc R-ok stimulálásának stratégiái és hatása az immunválasz alakulására 
 
Az Fc R-ok legfontosabb szerepe az IC-k megkötése, felvétele, és az antigén 
bemutatásának segítése. Az Fc R-ok segítségével felvett immunkomplexben lév  antigének 
bemutatásra kerülhetnek nemcsak MHCII, hanem MHCI receptorok által is DC-ken (76;77), 
amely sejtek ezáltal a CD4+ T-sejtek (78;79) mellett képesek a CD8+ citotoxikus T-sejteket  
(80) is aktiválni. De Jong és munkatársai megvizsgálták a különböz  Fc R-ok hozzájárulását 
az IC-formában felvett antigének bemutatásában. Kísérleteikben OVA-anti-OVA IgG 
immunkomplexeket oltottak FcR  hiányos, Fc RIIB hiányos, FcR  és Fc RIIB hiányos, 
továbbá vad típusú egerekbe, OVA-specifikus T-sejtek adoptív transzfere mellett. Az 
eredmények szerint Fc R nélkül nem történt antigénbemutatás T-sejteknek, valamint a 
legkevésbé az Fc RIV vesz részt az antigén feldolgozásában. Az Fc RI, II és III egyformán 
fontos, és redundáns szerep nek bizonyult, azaz valamelyik kiütésével az IC-ben lév  
antigén bemutatásának hatékonysága nem csökken, még akkor sem, ha csak az Fc RIIB 
m köd képes. Eszerint az Fc RIIB nem akadályozza a DC-k antigénbemutatását és így 
közvetve az érésüket sem (65;81), annak ellenére, hogy a sejtaktivációra nézve gátló 
jelátviteli utakat indukál az aggregációja. A képet árnyalja, hogy Fc RIIB hiánya DC-ken 
azok spontán éréséhez vezet (82), és fokozott T-sejtet aktivációt is okoz (83), a vad típusú 
DC-khez képest. Ezek a kísérletek jelzik, hogy a DC-kben is gátló jelátviteli folyamatokat 
indukál az Fc RIIB aktiválása, ám ennek szerepe nem az antigén feldolgozás teljes 
megakadályozása, hanem inkább a sejtek spontán vagy túlzott aktivációjának gátlása. 
A T-sejtes immunválasz er sítése mellett az antigének Fc R-okhoz való irányítása 
mind Ig-antigén (84-86), mind anti-Fc R ellenanyag-antigén konjugátum formájában (87;88) 
fokozott humorális immunválaszhoz is vezet, holott a B-sejteken a gátló Fc RIIB jelen van. 
Heyman és munkatársai kimutatták, hogy vad típusú egerek immunizációja anti-TNP és 
TNP-BSA konjugátummal százszoros anti-BSA IgG ellenanyagszint emelkedést okoz, az 
antigén önmagában történ  oltásához képest (89). Az Fc RIIB hiányos egereknél pedig ennél 
jóval magasabb anti-BSA IgG mennyiséget mértek. A kísérlet mutatja, hogy Fc RIIB-nek 
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hasonló szabályozó szerepe van B-sejtek aktivációs folyamataiban, mint a DC-knél, azaz 
nem meggátolja az ellenanyagtermelést, hanem megfelel  szinten tartja, kivédve a túlzott, és 
akár károsodást is el idéz  mennyiségeket. Ezt támasztja alá az az eredmény is, hogy az 
Fc RIIB hiányos egereknél a szabad, nem IC formában el forduló antigén is magasabb 
ellenanyagszintet okoz (68), a vad típusú egerekhez képest. Az Fc R-ok célzásakor tapasztalt 
fokozott ellenanyagtermeléshez valószín leg nagyrészben hozzájárul az aktiváló Fc R-ok 
keresztkötése a mieloid sejteken, amely hatására az ellenanyagtermelést el segít  citokin 
környezet jöhet létre; ugyanakkor a gátló és az aktiváló Fc R receptorok szerepének 
megoszlása az IC-ek által kiváltott immunfolyamatokban továbbra sem egészen tisztázott. 
Egyes elgondolások szerint a fokozott humorális válasz annak köszönhet , hogy egereken 
megn  az FDC-ken az Fc R-ok expressziója immunizáció hatására (90;91), így a bemutatott 
IC-ekben lév  IgG-k Fc-részének lekötésével az FDC megakadályozza a B-sejteken a BCR 
keresztkötését a gátló hatású Fc RIIB-vel. Másik elgondolás szerint az IC-k komplement 
fragmentumokat is tartalmazhatnak, így képesek a CR1/2-höz köt dni, amelyek az 
ellenanyagtermelésre pozitívan hatnak (92). Ugyanakkor antigén-IgG komplexszel való 
immunizáció FcR  lánc hiányos, de ép komplementrendszerrel rendelkez  egerekben nem 
idézett el  immunreakciót (89;93), ám a komplementrendszer hiányában, de m köd képes 
Fc Rs jelenlétében kialakult hatékony immunválasz (92).  
Összefoglalva elmondható, hogy az antigének Fc R-okhoz való irányítása növeli 
immunogenitásukat, ám az egyes Fc R-ok egyedi szerepe, vagy a komplement receptorok 
hozzájárulásának mértéke ebben a folyamatban nem teljesen tisztázott. 
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I.2.5. Az egér CD40 receptor  
 
I.2.5.1. Az egér CD40 receptor szerkezete és funkciói 
 
A CD40 receptor a tumor nekrózis faktor receptor szupercsalád tagja. Egyetlen, négy 
ciszteinben gazdag szakasz ismétl déseit tartalmazó polipeptid láncból épül fel (94) (5. ábra 
A). Konstitutíven kifejez dik az összes APC-n (95), továbbá leírták jelenlétét endotél, epitél 
sejteken és fibroblasztokon is (96). Liganduma a CD4+ T-sejteken kifejez d  CD40L 
(CD154), amellyel kapcsolódva sokrét  folyamat indít az APC-kben. Egyrészt hozzájárul 
differenciációjukhoz, érésükhöz: újabb kostimulációs molekulák, mint a CD80, a CD86 
megjelenését, az ICAM 1 és a MHCII fokozott expresszióját (97), valamint gyulladási 




5. ábra: A CD40 molekula szerkezete és funkciói. (A) A CD40 fehérje egy I-es típusú 
transzmembrán protein, amely extracelluláris részén négy ciszteinben (a vonalak a diszulfid 
hidakat jelzik) gazdag doménból épül fel, amely domének a TNF receptorok sajátságai (kép 
forrása: Van Kooten C. Et al. 2000, J. Leukoc. Biol.). (B) A CD40 az APC-ken fejez dik ki, 
liganduma a T-sejteken megjelen  CD40L. A CD40 stimulálása – antigén jelenlétében – 
szerepet játszik az APC-k érésében, a germinális centrum kialakításában, T- és B-sejtek 
aktivációjában, az ellenanyag, a citokinek és a kemokinek termelésében, továbbá memória 
válasz kialakulásában is. 
 
A DC-k stimulálása CD40-en keresztül a leghatékonyabb antigénprezentáló sejtekké 
teszi ket, egyes kutatások szerint képesek CD8+ citotoxikus T-sejteket hatékonyan aktiválni 
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CD4+ T-sejtek jelenléte és segítsége nélkül is (100;101). A B-sejteken, a fent felsoroltakon 
kívül, a CD40 receptor aktivációja elengedhetetlen a sejtek osztódásához, az ellenanyag 
termeléshez és izotípusváltáshoz (102;103), továbbá el feltétele a hatékony B- és T-sejt 
kapcsolódásnak, és az ezáltal szabályozódó germinális centrum képz désnek (104) illetve a 
memória válasz kialakulásának (105) (5. ábra B). 
 
I.2.5.2. Az egér CD40 receptor stimulálásának stratégiái és hatása az immunválasz 
alakulására 
 
Az agonista anti-CD40 ellenanyagokat széles körben használják APC-k CD40 
receptoron keresztüli stimulálására. Az anti-CD40 ellenanyagok alkalmazása az egyébként 
gyenge immunogenitású antigének, mint pl. tumor antigének, mellett, képes el idézni az 
antigénspecifikus citotoxikus T sejtek aktivációját (106-108). Szintén segíti az 
antigénspecifikus humorális immunválasz kialakulását az önmagukban kevéssé hatékony TI 
antigének (T-sejtekt l független B-sejt aktivációt okozó) mellett, mint pl.a Streptococus 
pneumoniae poliszaharid (109) vagy Salmonella eredet  antigén (110). A CD40 receptor 
stimulálása szinergisztikusan hatott egyéb, els sorban a DC-ken megjelen  receptorok 
hatásával; kimutatták, hogy a DEC205 (111), vagy a DC immunreceptorok célzásával (112) 
kiváltott specifikus celluláris immunválasz további er sítése lehetséges antagonista CD40 
ellenanyag adásával, vagy ugyanígy a TLR7-en keresztül kiváltott tumorellenes 
immunválasz is tovább er síthet  (113).  
Az immunválasz fokozásához legtöbbször az agonista CD40 ellenanyagot nagy 
dózisban (0,3-1 mg/oltás) alkalmazták, amely esetenként szisztémás gyulladási folyamatok 
(114), illetve szeptikus sokk (115) kialakulásához, vagy a CD8+ T sejtek elöléséhez vezetett 
(116). A mellékhatások csökkentek, ha az agonista anti-CD40 ellenanyagot lokalizálták a 
tumor sejtekhez (117), vagy ha az antigént közvetlenül az agonista ellenanyaghoz kapcsoltan 
juttatták el az APC-khez (118). Ez utóbbi esetben Frleta D és munkatársai kimutatták, hogy 
avidin-anti-CD40 ellenanyag konjugátumot kis dózisban szubkután úton bejuttatva a 
szervezetbe, magas másodlagos avidin-specifikus Ig termelést érhet  el (119). Az 
antigénspecifikus ellenanyag titer szintén növekedett OVA-anti-CD40 (120), vagy influenza 
hemagglutinin eredet  peptid-anti-CD40 fúziós fehérjével történt immunizációt követ en 
(121), összehasonlítva az izotípus kontrol-antigén fúziós fehérje, vagy az önmagában adott 
antigén hatásával.  
Az antigének CD40 receptorhoz való irányításának immunogenitást növel  
mechanizmusa még nem ismert. Egyes elgondolások szerint a CD40 receptoron át felvételre 
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kerülhet az antigén, amit bizonyít, hogy egy anti-CD40 scFv-hez kapcsolt riboszóma 
inaktiváló fehérje m köd képesnek bizonyult tumor sejtmodellben (122). Ugyanakkor a 
CD40 receptor szerepére az antigén feldolgozás el segítésében nincs egyértelm  bizonyíték. 
Feltételezik azt is, hogy a B-sejteknél a BCR és a CD40-et keresztkötése járulhat hozzá a 
fokozott ellenanyagtermeléshez (120). 
 
I.3. A rekombináns egyláncú ellenanyagok és alkalmazásuk APC-k célzására 
 
A rekombináns egyláncú ellenanyag fragmentumok (scFv) egy immunglobulin 
könny - (VL) és nehézláncának (VH) variábilis doménjából épülnek fel, amelyeket egy 15 
aminosavas, szerin és glicin gazdag peptid szakasz kapcsol össze, elegend  flexibilitást 




6. ábra: Egy teljes immunglobulin (IgG) és a rekombináns egyláncú ellenanyag (scFv) 
felépítésének sematikus ábrája. CH: nehézlánc konstans domén, VH: nehézlánc variábilis 
domén, VL: könny lánc variábilis domén, CL: könny lánc konstans domén, Fv: variábilis 
fragmentum, Fc: kristályosítható fragmentum, Fab: antigénköt  fragmentum, zölddel a linker 
peptid látszik, a narancssárga sávok a CDR régiók. 
 
Az els  egyláncú ellenanyag el állításáról és jellemzésér l két független kutatócsoport 
számolt be 1988-ban (123;124), akik kimutatták, hogy az scFv meg rzi az eredeti ellenanyag 
specificitását, és az antigénhez való köt désének affinitása is hasonló az eredeti, teljes 
ellenanyagéhoz. Az irodalomban leírt scFv-kben leginkább a VL-linkerpeptid-VH orientáció 
a leggyakoribb, amelyr l bizonyították, hogy az antigénhez nagyobb köt dési képességgel 
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bír (125), illetve nagyobb mennyiségben termel dik Escherichia coli (E.coli) baktériumban 
és stabilabb is (126;127), mint a VH-linkerpeptid-VL összetétel  scFv-k. Merk és 
munkatársai azonban igazolták, hogy megfelel  termelési körülmények között a VH-
linkerpeptid-VL felépítés  scFv is m köd képes és kompetál az eredeti ellenanyaggal, 
akárcsak az ellentétes orientációjú (128).  
Az scFv-k számos el nyös tulajdonsággal bírnak a teljes ellenanyagokkal szemben, 
amelyek miatt el szeretettel és egyre szélesebb körben alkalmazzák ket célzott terápiás 
(radioimmunterápia), vagy in vivo képalkotó eljárásokban (129;130). Egyik f  el nyös 
tulajdonságuk, hogy az eredeti specificitás meg rzése mellett az Fc-rész hiányában nem 
indukálnak a szervezetbe juttatva a specificitásuktól független, az Fc-receptorokhoz való 
köt dés vagy a komplementrendszer aktivációja által indított, toxikus illetve gyulladási 
folyamatokat, amelyek hosszabb távon károsíthatnák a szervezetet. Mivel rekombináns 
fehérje, a létrehozása után könnyen és költséghatékonyan módosítható, egyszer  
fúzionáltatni antigénnel, toxinnal vagy gyógyszerhatóanyagokkal. Emellett kisebb mérete 
révén mélyebbre juthat a tumoros szövetekben, és gyorsabban is ürül ki, mint a teljes 
ellenanyag, amely el nyös, ha toxikus anyag van hozzákapcsolva. Hátránya egy teljes 
ellenanyaggal szemben, hogy monovalens: az említett két variábilis domén határozza meg az 
egyetlen antigénköt  helyét, így receptorok keresztkötésére, és ezáltal sejtek aktiválására, 
nem képes. Ugyanakkor tumorterápiás területen éppen a monovalenciája és az ebb l is ered  
gyors penetrációja, valamint hatékony infiltrációja miatt terjedt el az alkalmazása. 
Radioimmunterápiás eljárásokban sztreptavidinnal konjugált és tumorantigénekre specifikus 
scFv-kel tumor sejteket jelölnek, majd második lépésben radioaktív izotóppal konjugált 
biotint juttatnak a szervezetbe (131;132). A biotin-sztreptavidin nagy affinitású 
kapcsolódásnak köszönhet en a toxin a tumorsejtekhez kerül, elpusztítva azt, míg az scFv-k 
gyors kiürülése miatt a szervezet egyéb része nem sérül. Monovalens scFv-k alkalmazását 
leírták egyes anyagok vér-agy gáton való átjuttatásában (anti-transzferrin scFv-t alkalmaztak) 
(133), továbbá immunsejteknek tumorsejtekhez (134) illetve patogénekhez (135) való 
lokalizációjában is, ahol az összekapcsolás el segítette az immunsejtek tumor, vagy patogén 
ellenes aktivációját, és így a célsejtek pusztulását.  
A receptorok keresztkötésére és a sejtek aktivációjának kiváltására is alkalmassá lehet 
tenni az scFv-ket multimerizáció segítségével, és így az aviditásuk is emelkedik. Az egyik jól 
ismert útja az scFv multimerizációjának a linker peptid hosszának csökkentése 5-0 
aminosavra, amikor bivalens dimer (diabody, (129), trivalens trimers (triabody, (125;136), és 
tetravalens tetramerek (tetrabody, (137;138) is kialakulhatnak önmaguktól, a megfelel  
szerkezet keresése közben. Ezen kívül leucin zipzár motívumok, vagy amfifil hélix-kötés 
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általi di- vagy tetramerizáció (139;140), diszulfid híddal (141), vagy scFv-khez fúzionált p53 
domén segítségével történ  (142;143) oligomerizáció is ismert. Továbbá leírták az scFv-knek 
az Ig konstans domének (144-146), vagy az Ig Fc-részének fúziójával történ  
oligomerizációját is (147). Ez utóbbi változtatások már jelent sen kihatnak az scFv-k 
penetrációs és infiltrációs tulajdonságára, így egy teljesen új, a minibody elnevezést kapták. 
Végül a sztreptavidin-biotin nagy affinitású kapcsolódása is alkalmazható az scFv-k 
oligomerizációjára, amikor az scFv-khez vagy genetikai úton kapcsolták a sztreptavidint 
(148), vagy biotinilált scFv-ket konjugálnak sztreptavidinnel (149). Ez utóbbi esetben 
enzimatikus úton biotinilálni kellett az scFv-t, amelyet a BirA biotin ligáz enzim biotin-
kapcsoló doménjének az scFv szekvenciájához való építésével oldottak meg.  
Az scFv-k bizonyítottan képesek az antigének hatékony irányítására in vitro és in vivo 
kísérleti körülmények között is. Anti-CR1 scFv-hez fúzionált influenza hemagglutinin 
peptidet LPS jelenlétében oltva, az anti-hemaglutinin IgG ellenanyag szintek szignifikáns 
növekedését tapasztalták (150). Szintén fokozott antigénspecifikus humorális és celluláris 
immunválasz megjelenését tapasztalták a DEC205 receptorra specifikus scFv-vel fúzionált 
Mycobacterium tuberculosis eredet  antigént immunizációjánál, a csak antigénnel történt 
oltáshoz képest (151). Az anti-DEC205 scFv hatékonynak bizonyult az antigének - pl. egyes 
tumor eredet  peptid, DNS vagy glikolipidek - célreceptorhoz való irányítására sztreptavidin 
–biotin konjugátum formájában is: SA-scFv fúziós fehérjét konjugálták a biotinilált 
antigénekkel, majd a kapott konjugátumokkal egereket immunizálva kimutatták, hogy 
mindegyik típusú antigén, anti-CD40 ellenanyag adása mellett, er teljes specifikus Ig 
termelést vált ki, és a T sejtek interferon  szekrécióját is növeli (127). Az scFv-k általi 
irányítás hatásosságát jelzi, hogy segítségükkel akár adjuváns nélkül is növelhet  fehérje 
természet  antigén immunogenitása, a célreceptortól függ en: hFc RI-et kifejez  transzgén 
egerek anti-Fc RI scFv-sztreptavidin fúziós fehérjével való immunizációja magas anti-
sztreptavidin IgG szintet, és Th1, illetve Th2 citokinek megjelenését eredményezte adjuváns 
nélkül is, szemben a csak sztreptavidinnel történt oltással (87).  
Az scFv-k azonban nem minden esetben bizonyulnak hatékonynak a hozzájuk kapcsolt 
antigén immunogenitásának növelésében. Munkacsoportunk korábban végzett kísérleteket 
influenza hemagglutinin eredet  peptidnek a CR1/2 receptorokhoz való irányításával, ahol az 
anti-CR1/2 7g6 ellenanyagból el állított scFv-t használták a célbajuttatásra (58). In vitro 
körülmények között a 7g6 scFv el segítette a hozzákapcsolt antigén B-sejtek általi felvételét 
és bemutatását az antigénre specifikus T sejteknek (59), viszont in vivo kísérletekben nem 
bizonyult hatékonynak az antigénspecifikus ellenanyagválasz kiváltásában, csupán IgM 
izotípusú specifikus ellenanyagok jelentek meg (152). Elgondolásunk szerint a 7g6 scFv-vel 
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CR1/2 receptorokhoz való antigén irányítás hatékonysága növelhet  lenne, ha az antigént 
egyidej leg más receptorokhoz, pl. Fc R, is irányítanánk, vagy ha adjuváns anyagokat, pl. 
mikrogyöngyöket, is beépítenénk a célzó komplexekbe. 
 
I.4. Mikrogyöngyök alkalmazása adjuvánsként 
 
Mint azt korábban említettem, a nano- és mikrogyöngyök adjuváns hatása egyrészt a 
méretükb l adódik, ugyanis a vírus ( 0,5 μm) méret  részecskéket a DC-k, míg a bakteriális 
( 0,5 μm) méret  partikulumokat a F4/80+ makrofágok hatékonyan fagocitálják (14;17), így 
a hozzájuk kapcsolt antigének is könnyebben kerülnek felvételre az APC-k által. A szolubilis 
kismolekulák, antigének és immunkomplexek sejtes közvetítés nélkül, f ként a 
nyirokáramlással illetve a nyirokcsomó vezetékein képesek eljutni egészen a B-sejtes zónáig 
(153;154). A virális mérettartományba es  partikulumok közül a 20-200 nm átmér j  
részecskék szintén szabadon átjutnak a nyirokkeringésbe (16), majd onnan a nyirokcsomók 
szubkapszuláris szinuszába, ahol a szubkapszuláris szinus makrofágok és B-sejtek által 
közvetítve (43;155) érik el a nyirokcsomók B-sejtes zónáját és az FDC-ket. Az ennél 
nagyobb méret  részecskék viszont csak a már említett sejtközvetített módon kerülnek be a 
nyirokcsomókba (18). A felvett nano- és mikrogyöngyök elindítják a DC-k és a makrofágok 
érését, a kostimulátor molekulák fokozott expresszióját (CD40, CD86, MHCI és MHCII) és 
citokinek termelését, továbbá segítik az antigének bemutatását is (156). A méret mellett a 
mikropartikulumokon az antigének ismétl dése - amely szintén jellemz je a patogén 
felszíneknek - is el segítik az APC-k általi gyors felismerést (157). Kimutatták, hogy 15-20 
epitóp, amely 5-10 nm-enként követi egymást a legoptimálisabb elrendezés a hatékony B-sejt 
aktiváció eléréséhez (158). Ennek hátterében az áll, hogy az ismétl d  epitópok ideális 
köt dési pontok a természetes IgM ellenanyagoknak, ezáltal a komplementrendszert is 
jobban aktiválják, mint a monomer antigének. 
Az antigének nano- és mikropartikulumokhoz való kapcsolása irodalmi adatok alapján 
egyértelm en növeli az antigénspecifikus T-sejtes immunválaszt. Fokozott patogén elleni 
citotoxikus T-sejtes aktivációt tapasztaltak többek között HIV-1 p24 fehérjével kapcsolt 
nanogyöngyök hatására (159), vagy nanogyöngyökre adszorbeált Mycobacterium 
tuberculosis antigének oltásánal (160), valamint Plasmodium berghei eredet , illetve 
influenza A vírusból származtatott szintetikus peptideket tartalmazó, polimer 
politejsav/glikolsav mikrogyöngyökkel immunizált állatokban (161). Ez utóbbi kísérletben 
kimutatták azt is, hogy az 500 nm-nél kisebb gyöngyökkel alkotott komplexeknél a 
citotoxikus T-sejtes reakció er sebb volt, mint a 2 μm átmér j eknél. A nano- vagy 
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mikrogyöngyök hatékonyabbnak bizonyultak az alumínium sókat, vagy QuilA-t, vagy a 
monofoszforil lipid A-t tartalmazó, szintén humán felhasználásra tervezett adjuvánsoknál a 
celluláris immunválasz indukálásban (17).  
A nano- és mikropartikulumok alkalmazása az antigének jelenlétében emeli az antigén-
specifikus ellenanyag szinteket is: OVA-mikrogyöngy komplexszel való immunizáció során 
magas OVA-specifikus IgG1 szintet mutattak ki (17;156). A partikuláris elemek jól 
kombinálhatóak egyéb adjuvánsokkal, mint pl. a CpG. Ha CpG oligonukleotidokat hordozó 
zselatin alapú nanopartikulumokat alkalmaztak adjuvánsként OVA mellett (162), vagy akár 
Streptococcus B antigént kapcsoltak CpG-t tartalmazó mikrogyöngyökhöz (163), 
megnövekedett antigén elleni IgG termelést, illetve CD8+ T-sejt számot mutattak ki, 
összehasonlítva szabad CpG és antigén, vagy partikulum és nem konjugált antigén, illetve a 
csak antigén oltás hatásával. Az irodalmi adatok alapján tehát a nano- vagy 
mikropartikulumok jelenléte az oltóanyagban egyértelm en adjuváns hatású.  
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II. Célkit zések 
 
Kutatócsoportunk régebb óta foglalkozik az egyláncú ellenanyagok jellemzésével és 
lehetséges felhasználásukkal az immunválasz irányításában, módosításában, azon el nyös 
tulajdonságuk miatt, hogy az általuk kiváltott hatás csak az adott célreceptorhoz köthet . 
Korábbi kísérletek során az antigének CR1/2 receptorokhoz való irányítása nem bizonyult 
elég hatékonynak in vivo körülmények között a kapcsolt antigén immunogenitásának 
növelésében. Elgondolásunk szerint, ha a modell antigént nem, vagy nemcsak, a CR1/2 
receptorhoz, hanem egyéb, az APC-k aktivációját befolyásoló receptorhoz - úgymint a 
Fc RII/III vagy a CD40 - irányítjuk egyidej leg, az antigénspecifikus immunválasz 
fokozható. Kiváncsiak voltunk arra is, hogy hogyan módosul az immunválasz, ha az említett 
receptorok kombinációit célozzuk. Emellett meg akartuk vizsgálni azt is, hogy az scFv-k által 
irányított antigének immunogenitása tovább növelhet -e mikrogyöngyök alkalmazásával.  
  
A munkánk során tehát célunk volt: 
 
A CD40 specifikus FGK rekombináns egyláncú ellenanyag el állítása és 
specificitásának igazolása 
Sztreptavidin alapú moduláris célzó komplexek kialakítása, amelyek képesek a modell 
antigént az egyláncú ellenanyagok segítségével az antigénprezentáló sejtekhez, 
els sorban a B-sejtekhez és a makrofágokhoz, irányítani 
510 nm átmér j , sztreptavidinnel fedett mikrogyöngy alapú célzó komplexek 
jellemzése az összeszerel dés, a célsejtekhez való köt dés (B-sejtek és makrofágok), 
és az in vivo lokalizáció szempontjából  
In vivo kísérletekben a humorális immunválasz alakítása, befolyásolása modell 
antigéneknek a 
                  a, komplement receptor 1 és 2, illetve a kis affinitású Fc RII és III 
receptorokhoz  
                  b, CD40, illetve a kis affinitású Fc RII és III receptorokhoz 
      való irányításával. 
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III. Anyagok és módszerek 
 
III.1. Anyagok  
 
2% SLS oldat: 2 w/v% SLS (Fluka), 50 mM Tris-HCl pH 8,0 (Sigma), MilliQ víz (Millipore) 
5x nem redukáló PAGE minta puffer: 313 mM Tris-HCl, 50 v/v% glicerin, 5 w/v% SDS  
(Reanal), 0.02 w/v% brómfenolkék (Reanal), MilliQ vízben 
10x-es Tris-glicin puffer: 0,25 M Tris-HCl, 1,92 M glicin (Reanal), MilliQ víz  
10x TBE puffer (1 l): Tris-HCl (60.50 g), bórsav (30.85g) (Reanal), Na2EDTA x 2H2O 
(3.72g) (Reanal), MilliQ víz  
12%-os szeparáló gél (10 ml): 2,31 ml 30 w/v% N,N-bisz-akrilamid (Biorad), 1.37 ml MilliQ 
víz, 1.25 ml 1.5 M Tris-HCl pH 8.8, 100 μl 10 w/v% SDS, 50 l 10 w/v % APS (Sigma), 5 l 
TEMED (Fluka)  
4%-os gy jt  gél (10 ml): 1,32 ml 30w/v% N,N-bisz-akrilamid, 6,03 ml MilliQ víz, 2,5 ml 
1,5 M Tris-HCl pH 6,8, 100 l 10 w/v% SDS, 50 l 10 w/v% APS, 10 l TEMED  
ACK: 155 mM NH4Cl (Reanal), 10 mM KHCO3 (Reanal), 130 μM EDTA, MilliQ 
AEC oldat (1 lemezre): 10 mg AEC (Sigma), 1 ml dimetilformamidban (Sigma) oldva, majd 
30 ml 0,1 M Na-acetát puffer, sz rés után 15 μl H2O2 (Sigma)  
Ca/Mg Veronal puffer: 2.5mM Ca2+, 0.7mM Mg2+, 0.05% Tween 20, 5%BSA 
EDTA-veronál puffer: 25mM EDTA, 5%BSA, 0.05% Tween 20 
Ekvilibrált Shephadex A50 anioncserél  gyanta (1 l): karbamid (Reanal) (72 g), 50 mM Tris 
HCl pH 8.0, Sephadex QAE-A50 (200 ml) (Pharmacia), MilliQ víz 
Eluáló puffer affinitás kromatográfiá-hoz: 250 mM imidazol, 5 % glicerol, 20 mM NaCl, 10 
mM MgCl2 (Reanal), 50 mM Tris-HCl pH 8,0  
FACS puffer: 0,1 v/v% FCS (Gibco), 3 v/v% Na-azid (Fluka), PBS-ben 
GKN (1 l): 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 1,77 g Na2HPO4x2 H2O, 0,69 g Na2HPO4x H2O (Reanal), 2 
g glükóz (Reanal), 10 mg fenolvörös (Sigma), MilliQ víz 
0,1 M Karbonát puffer, pH 8,5: 0,1 M NaHCO3 (Reanal), 0,001 M NaCO3 (Reanal), MilliQ  
Lízis puffer: 50 mM HEPES (pH 7,4), 100 mM NaF, 10 mM EDTA, 1% TritonX-100 
(Sigma), 10 mM glicerol, 10 mM Na-pirofoszfát (Sigma), 10 mM -glicerofoszfát (Sigma), 
10 μg/ml aprotinin (Sigma), 5 μg/ml leupeptin (Sigma), 0,2 mM PMSF (fenil-metil-
szulfofluorid, Sigma)  
Mosó puffer affinitás kromatográfiához: 10 mM imidazol (Sigma), 1% glicerol (Reanal), 300 
mM NaCl (Reanal), 50 mM Tris-HCl pH 8,0 
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PBS-puffer: NaCl (8 g/l), KCl (0.2 g/l, Reanal), Na2HPO4x2 H2O (1.424 g/l, Reanal), 
NaH2PO4x2 H2O (2,866 g/l, Reanal), KH2PO4 (0,2 g/l, Reanal), MilliQ víz 
PBS-Tween: PBS-ben 0,05 v/v% Tween20 (polioxietilén-szorbitán-monolaurát, Sigma) 
STE oldat: 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 (Sigma), 2 mM EDTA (Reanal), MilliQ vízben 
SDS-PAGE futtató puffer (1 l):100 ml 10x-esTris-glicin-puffer, 10 ml 10w/v%-os SDS, 
MilliQ víz 
TAE puffer 50x (1 l): 242 g Tris, 57,1 ml ecetsav (96%), 100ml 0,5 M EDTA, MQ vízben 
TMB oldat: 0,1 mg/ml 3,3,5,5-tetrametil-benzidin (TMB, Sigma), 0.018v/v% H2O2, 0.1 M 
Na-acetát pufferben  
Renaturáló pufferek Ni affinitás kromatográfiához: 
                                                                I           II            III          IV          V 
1 M Tris-HCl pH 8,0 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
3 M  NaCl 0,8 ml 1,6 ml 2,4 ml 3,2 ml 4,0 ml 
6 M karbamid 40 ml 32 ml 24 ml 16 ml 8 ml 
MilliQ víz 4,7 ml 11,9 ml 16,6 ml 26,3 ml 33,5 ml 
 
A PCR reakciókhoz használt primerek és a CpG oligonukleotid szekvenciája: 
név 5’                                    szekvencia                                     3’ gyártó 
VkBackNco tccatggacattgagctcacccagtctcc Isogen Bioscience
ratCk ccagttaactgttccg Isogen Bioscience
VH5Combi aggtgcagctgswggagtc Isogen Bioscience
gCH3 ggatagacagatggggctgttg Isogen Bioscience
LB10 ataccatggayattgwgctsacccaatc Sigma 
LF FGK ccagagccgccgccgccgctaccaccaccaccacgtttcaattccagcttggtccc IDT Inc. 
HB10 agcggcggcggcggctctggaggaggaggatcagaggtgcagstggtggartc Sigma 
HFRat tctgcggccgcggaggagacggtgaccatgac Sigma 
pET5 taatacgactcactatagg Sigma 
pET3 ctagttattgctcagcgg Sigma 
CpG 1668  tccatgacgttcctgatgct Sigma 
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A Myc-HH peptid szekvenciája:  biotin-SSSAAAEQKLISEEDLNHHHHHH (Sigma) 
 
Munkánk során használt reagensek és ellenanyagok: 










Rekombináns  nincs 
ELTE, Immun. 
Tanszék 
FGK scFv Egér CD40 Rekombináns  nincs 
ELTE, Immun. 
Tanszék 
Sztreptavidin Alexa 488 
/Alexa 647 
biotin Streptomyces avidinii nincs Invitrogen 
Sztreptavidinnel fedett, 
510 nm Dragon 
Greennel jelölt 
mikrogyöngy (msSA) 
biotin szintetikus nincs Bangs Lab. 
Sztreptavidin-HRP biotin Streptomyces avidinii nincs Sigma 
9B11 c-myc-tag egér IgG2a Cell Signaling 





egér IgG1 kecske IgG 
Molecular Probes, 
Invitrogen 
Anti-egér IgG2a-Cy5 Egér IgG2a kecske IgG Southern Biotech.




kecske IgG Southern Biotech.
Anti-egér CD40 egér CD40 patkány (FGK45.5) IgG2a 
ELTE, Immun. 
Tanszék 
Anti-egér C3-HRP C3 kecske  IgG Cappel 





Munkánk során használt reagensek és ellenanyagok, folytatás: 
elnevezés specificitás eredet (klón) izotípus gyártó 
Anti-egér CD32 egér CD32 egér (K9.361) IgG2a 
ELTE, Immun 
tanszék 
Anti-egér CD40-APC egér CD40 patkány (1C10) IgG2a eBioscience 
Anti egér CD45R 
(B220)-PerCP/Cy5.5  






egér CD11b patkány (M1/70) IgG2b eBioscience 




647 Egér CD3 Patkány (KT3) IgG2a AbD Serotec 
Gr-1-PE Egér Ly-6G Patkány (RB6-8C5) IgG2b ELTE, Immun. Tanszék 
Anti-egér /  lánc egér Ig /  
lánc 
kecske IgG Southern Biotech.
Egyes ellenanyagokat a tanszéken tisztítottunk hibridóma felülúszókból, ezeknél a gyártóként 




III.2.1. Az FGK egyláncú ellenanyag el állítása 
 
III.2.1.1 Az immunglobulin könny - és nehézláncának klónozása  
 
Az FGK scFv el állításához rendelkezésünkre állt az eredeti, anti-CD40 monoklonális 
ellenanyagot termel  FGK45.5 sejtvonal (164). A hibridóma sejtekb l totál RNS-t izoláltunk 
RNeasy Protect Mini Kit-tel (Qiagen), a kit instrukciói szerint. A kapott RNS tisztaságát és 
mennyiségét Nanodrop segítségével mértük meg, és 100-200 ng-jából reverz transzkripcióval 
cDNS-t készítettünk, RevertAid M-MuLV reverz transzkriptáz (Fermentas) és oligo dT 
(Fermentas) segítségével, a Fermentas protokollja alapján. Az immunglobulin gének nehéz- 
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és könny láncának variábilis régióit (VH és VL) a megfelel  – egyik a variábilis domén 
belüli vázszekvenciákra, a másik a konstans Ig domének nukleotid szekvenciájának egy 
szakaszára illeszked  - primerpárok segítségével szaporítottuk fel els  körben (6. ábra A). 
Ezek a primerek a VL esetében a VkBackNco (5’ primer) és a ratCk (3’ primer), a VH 
esetében pedig a VH5Combi (5’ primer) és a gCH3 (3’ primer) voltak. Ezután az így kapott 
PCR termékb l tovább sokszoroztuk a VH és a VL szakaszokat, bels bb helyzet , 
közvetlenül a variábilis doménekhez kapcsolódó primerpárokkal: a VL esetében az LB 10 és 
az LF FGK, a VH esetében a HB10 illetve a HFrat pár bizonyult alkalmasnak. A 
felszaporított variábilis régió méretét agaróz gélelektroforézissel ellen riztük.  
A következ  lépésben a VH és VL szekvenciák összeillesztésével létrehoztuk az scFv 
szekvenciáját. Ehhez nagyobb mennyiségben állítottuk el  mindkét variábilis régiót PCR 
segítségével, tisztítottuk MinElute PCR purification kittel (Qiagen), majd fúziós PCR reakció 
során összekapcsoltuk. A fúziót az tette lehet vé, hogy a könny lánc variábilis szakaszához 
kapcsolódó 3’ primerek (LF FGK) és a nehézlánc variábilis szakaszához illeszked  5’ 
primerek (HB10) egymással komplementer szakaszt tartalmaztak, amelyek a kezdeti fúziós 
PCR lépésekben (els  5 ciklus) összekapcsolódva a polimerizáció indulási helyét 
biztosították, azaz így a VL vagy a VH mellé megszintetizáltattuk a másik variábilis régiót. A 
további lépéseknél pedig a már összekapcsolt VL+VH szakasz szaporítása történt. A 
komplementer régió kódolja a VL-t és VH-t összeköt  linker szakaszt, amely biztosítja a két 
domén flexibilitását az antigén köt désénél. A fúziós PCR termékét a reakció után alacsony 
olvadáspontú agaróz gélb l izoláltuk és tisztítottuk MinElute Gel Extraction kittel (Qiagen), 
majd NcoI (Fermentas) és NotI (Fermentas) restrikciós enzimekkel emésztettük. Az NcoI 
hasítóhelyet az LB10, a NotI hasítóhelyét a HFrat primerrel építettük az scFv szekvenciájába. 
Az emésztett és tisztított fúziós PCR terméket egy azonos enzimekkel emésztett és szintén 
kitisztított, linearizált pET 11d vektorba építettük be (6. B. ábra) T4 DNS ligáz (Fermentas) 
segítségével, a gyártó protokollja alapján. A ligálásnál a plazmidhoz az scFv szekvenciáját 
tízszeres moláris feleslegben adtuk, majd szobah mérsékleten, 2 órán át inkubáltuk. Ezt 
követ en 100 l kompetens E.coli TOP10 klónozó baktériumot (Stratagene) transzformáltunk 
a ligálási elegy 3 l-ével: a baktériumokat tartalmazó szuszpenziót és a plazmidot 15 ml-es 
Greiner cs be mértük, 30 percen keresztül jégen tartottuk, majd 42oC-os vízfürd be helyeztük 
40 másodpercre. Ezután a mintákhoz 1 ml LB médiumot (Sigma) adtunk, egy órán át 37oC-on 
rázattuk, majd 3500 rpm-es 5 perces centrifugálás után kikentük 100 g/ml ampicillin (Fluka) 




6. ábra: Az scFv DNS szint  el állítása. (A) Hibridóma sejtekb l klónoztuk a VL és a VH 
szekvenciákat, majd fúziós PCR-rel összekapcsoltuk ket. A létrehozott scFv szekvenciáját 
NcoI és a NotI endonukleázok hasítottuk (az ábrán a színes körök a beépített hasítóhelyeiket 
jelzik), és az ugyanígy emésztett (B) pET11d vektorba illesztettük. A pET11d vektor 
klónozásra és fehérje termelésre egyaránt alkalmas, ampicillin rezisztenciát hordozó plazmid. 
(C) Az általunk használt pET11d vektor klónozó helyét korábban úgy módosítottuk, hogy az 
NcoI és NotI enzimek segítségével beépül  scFv szekvenciája a BirA biotin ligáz enzim 
felismer  helye, valamint a Myc- illetve His-tagek szekvenciája közé került.  
 
médiumba 1,5 g agart tettünk, felolvasztottuk, majd leh lés során hozzáadtunk 100 μl, 100 
mg/ml-es ampicillint, és Petri csészékbe öntöttük. A gélen egy éjszakás, 37oC-os növesztés 
után megjelent, transzformált baktérium telepek közül az scFv-t tartalmazókat PCR 
segítségével - az LB10 és HFRat primereket használva - , és restrikciós enzimekkel adott 
egyedi hasítási mintázatuk alapján választottuk ki. Végs  meger sítésként a pozitívnak 
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bizonyult klónokat szekvenáltattuk, kimutatva, hogy tartalmazzák az FGK scFv szekvenciáját. 
A szekvenálásokat a Biomi Kft (Gödöll ) végezte. 
Az scFv szekvenciát egy olyan módosított pET11d vektorba építettük, amely 
tartalmazza a Myc-tag és a Hexahisztidin-tag (His-tag) szekvenciáját a beépítés helyét l 3’ 
vég felé, továbbá a BirA biotin ligáz enzim felismer  helyét az 5’ vég felé (6. B és C ábra).  
Tehát a tagek a klónozó helyen kódolt fehérjének a C-terminálisához kapcsolódnak, míg az 
N-terminális enzimatikusan biotinilálható lett. A His-tagnek az scFv-k tisztításában, a Myc-
tagnek pedig az azonosításukban van szerepe.  
Az FGK45.5 ellenanyag klónozásával el állított scFv megjelölése a dolgozatban FGK 
scFv. 
 
III.2.1.2. A polimeráz láncreakció (PCR) 
 
A PCR reakciókat az ABI (Applied Biosystem) 2720 Thermal Cycler géppel végeztük, 
a következ  összetétel  reakcióeleggyel: steril MilliQ víz, 2 mM MgCl2 (Fermentas), 0,2 mM 
dNTP (Pharmacia), 0,5-0,5 M a primerekb l, 5x Taq puffer (Fermentas), 0,5-1 u / 20 l Taq 
(Fermentas) és 0,2 μl cDNS vagy 200-300 ng/μl koncentrációjú plazmid. A baktérium telepek 
sz résénél DNS templátként maga a telep szolgált, amelyet steril fogpiszkálóval mártottunk a 
PCR reakcióelegybe. Az scFv vagy aVH/VL felszaporításához a következ  PCR h profilt 
alkalmaztuk: 94 C-5 perc és 55 C - 2 perc, majd 30 cikluson keresztül 72 C - 40 sec., 94 C - 
40 sec. és 55 C - 40 sec., végül a záró polimerizációs lépés 72 C-on 7 percig tartott, majd a 
mintákat 4 C-on tartottuk a felhasználásig.  
A fúziós PCR h profilja a következ  volt: 94 C - 1 perc és 55 C - 1 perc, 72 C - 1perc, 
minez 5 cikluson keresztül, majd 94 C - 50 sec., 55 C - 50 sec., 72 C - 50 sec. 25 cikluson át, 
és végül a záró polimerizációs lépés: 72 C - 7 perc. Az els  5 ciklusban a reakció primerek 
nélkül ment, ekkor a VL és aVH a komplementer szakaszokon keresztül hibridizálódott, majd 
az LB10 és a HFrat primerek hozzáadása után további 25 cikluson át a teljes scFv 
szekvenciájának szaporítása történt. 
 
III.2.1.3. DNS elektroforézis agaróz gélben 
 
Munkánk során a PCR termékek és plazmidok min ségét, és méretét agaróz 
gélelektroforézissel ellen riztük. Az 1,5 w/v%-os agaróz gél készítéséhez 1,5 g agarózt 
(SERVA) mértünk 100 ml TBE pufferhez, mikrohullámú süt ben melegítettük az elegyet az 
agaróz felolvadásáig, majd a géltartó tálba öntve (fés  beállítása után) megvártuk, míg kih l 
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és megszilárdul. A futtatás 100V-on történt, 0,5 μg/ml végkoncentrációjú etídium-bromid 
(Sigma) tartalmú TBE-pufferben; az etídium-bromid a DNS-t teszi láthatóvá UV fényben. 
Mintapufferként hatszoros hígítású, 0,25 w/v% OrangeG festék és 30 v/v% glicerol tartalmú 
elegyet alkalmaztunk. A DNS méretét házi gyártású létrával – amely a pBI-C3 plazmid PstI 
és HindIII enzimekkel emésztett fragmentumaiból állt -, vagy GeneRuler 100bp DNS létra 
(Fermentas) segítségével határoztuk meg. Az alacsony olvadáspontú agaróz (NuSieve GTG 
agaróz, Cambrex) gélelektroforézishez a gél- és a tankpuffer is TAE oldat volt, a futtatás 
pedig 50V-on történt, minden más megegyezett a fentiekkel. 
 
III.2.1.4. Restrikciós endonuklázokkal való emésztés 
 
A fúziós PCR termék pET11d vektorba való beépítéséhez mindkét DNS terméket 
emésztettük NcoI és NotI enzimekkel, a Fermentas cégnek a két enzimre javasolt kett s 
emésztési protokolja alapján. A reakció elegybe alkalikus foszfatáz (Promega) enzimet is 
adtunk, amely defoszforilációval eltünteti az 5’ végi foszfát csoportokat a linearizált plazmid 
végekr l, megakadályozva a vektor visszazáródását. Az emésztési reakció 50 μl 
végtérfogatban, három órán át, 37°C-on zajlott, majd a defoszforilálást és az emésztést az 
elegy 65ºC–on való, 15 perces h inaktiválásával állítottuk le. Emésztés után az scFv 
szekvenciáját az enzimekt l és a kisebb DNS fragmentekt l MinElute PCR Purification Kittel 
(Qiagen) tisztítottuk, míg a linearizált plazmidot a nem linearizált formától 0,8 v/w%-os 
alacsony olvadáspontú agaróz gélelektroforézissel választottuk el, ezután pedig a linearizált 
plazmid csíkját kivágtuk és tisztítottuk MinElute Gel Extraction kittel (Qiagen). Miután a 
tisztított és emésztett plazmidok és az scFv is rendelkezésünkre állt, ligáltuk ket.  
A pozitív telepek sz résénél a telepekb l mini plazmid preparációt készítettünk, majd 
azt emésztettük a megfelel  enzimekkel a Fermentas cég protokollja alapján. A kapott 
fragmentumok méretét agaróz gélelektroforézissel ellen riztük. 
 
III.2.2. Az FGK scFv termelésének ellen rzése dot blottal 
 
Az emésztések és a PCR reakciók alapján pozitív, azaz az FGK scFv szekvenciáját 
tartalmazó baktériumtelepeknél ellen riztük, képesek-e az scFv-ket el állítani fehérje 
formájában. Ehhez a telepekb l mini plazmid preparációt készítettünk EZ-10 Plazmid DNA 
kittel (Bio Basic Inc.) a leírás alapján, a plazmidokat pedig E.coli BL21 (Stratagen) 
expressziós törzsbe transzformáltuk a már leírt módon. A kin tt telepekb l mini tenyészeteket 
indítottunk, párhuzamosokkal, egy 96 lyukú U-aljú sejttenyészt  lemezen (Corning), úgy 
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hogy a steril fogpiszkálóval egyenként felszedett telepeket a lemez lyukaiba mért 200 μl, 100 
μg/ml ampicillin tartalmú Overnight Express Autoinduction System (Novagen) médiumba 
érintettünk; a maradékot továbboltottuk ampicillines 1,5 v/w% agar (Sigma) lemezre (master 
plate). A tenyészeteket egy éjszakás, 25°C-on rázatva történ  növesztést követ en lefugáltuk 
3500 rpm-mel, 5 percig, majd a felülúszót leöntöttük. A felvortexelt sejtekhez 100 μl lízis 
puffert adtunk, majd fél órás jégen való inkubációt követ en lefugáltuk ket 5 perc 3500 rpm-
mel. A felülúszóból mintánként 2-2 μl-t nitrocellulóz membránra (Bio-Rad) pipettáztunk, 
majd hagytuk megszáradni. Az el hívásnál beáztattuk a membránt PBS-Tween oldatba, 
azután blokkoltuk a felszínét 5 v/w% BSA (Sigma) tartalmú PBS-Tween-nel. Minden 
mosásnál és hígításnál PBS-Tween-t alkalmaztunk, a jelölések és mosások 
szobah mérsékleten, leng asztalon történtek. Blokkolás után háromszor 10 percig mostuk a 
membránt, majd egy órán át kezeltük 100x hígítású, 9E10 anti-myc-tag felülúszóval. Újabb 
3x10 perces mosás után, 4000x-re hígított kecske anti-egér IgG1-HRP ellenanyaggal 
inkubáltuk a membránt egy órán át. Az utolsó, hatszor 5 perces mosást követ en a mintákat 
el hívtuk ECL reagenssel (Enhanced Chemiluminescent, Pierce) a protokollnak megfelel en, 
és a kemilumineszcenciás jeleket Forte röntgenfilmmel detektáltuk. 
 
III.2.3. Az scFv termelése és tisztítása  
 
Az scFv-t tartalmazó plazmidot kompetens E.coli BL21 expressziós baktérium törzsbe 
transzformáltuk, és a baktériumokat 2 ml 100 g/ml végkoncentrációjú ampicillines LB 
oldatban növesztettük egy éjszakán át. Másnap a tenyészetet továbboltottuk 300 ml 
ampicillines LB médiumba, és OD600=0,7-0,8 eléréséig növesztettük a sejteket. Ezután 1 mM 
izopropanol- -D-tiogalaktopiranozid (IPTG, Fermentas) hozzáadásával indukáltuk a 
fehérjetermelést, és további 3-4 órán át 37 C-on rázattuk a tenyészetet. A zárványtestekben 
expresszált protein tisztítását Kurucz és mtsai. módosított útmutatója alapján végeztük 
(58;165). Röviden összefoglalva, a bakteriális sejteket el bb lizozimmal (SERVA) kezeltük, 
majd 0,1 w/v% SDC (Reanal) detergens melletti ultrahangos roncsolással feltártuk, végül a 
zárványtesteket 2w/v%-os SLS (Fluka) tartalmú pufferben feloldottuk. Ezt követ en 10 mM 
CuSO4 hozzáadásával, szobah mérsékleten kevertettük egy éjszakán át az oldatot, hogy 
oxidáció során kialakuljanak az Ig domén szerkezetre jellmez  láncon belüli diszulfid hidak. 
Ezután az SLS-t kivontuk az oldatból 6 M urea-50 mM Tris-HCl-el ekvilibrált SephadexQAE 
A50 (Pharmacia) ioncserél  gyanta többszöri hozzáadásával, mivel a következ  
kromatográfiás lépésnél az oszloptöltetet károsítja. A 6M ureában lév  fehérjéket ekvilibrált 
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Ni-NTA (Sigma) oszlopon folyattuk át, kihasználva, hogy a Ni2+ kelát komplexet képez a 
His-taggel, és emiatt az scFv-k kiköt dnek az oszlopon. A fehérje renaturálását, azaz a natív 
konformációjának elnyerését az urea koncentrációját fokozatosan csökkent  (6-0 M), 
egyidej leg a NaCl-arányt növel  (0-300 mM) oldatsorozattal tettük lehet vé. Az oszlopról 
ezután mosó pufferrel lemostuk az aspecifikusan köt d  fehérjéket, majd a renaturált fehérjét 
is lemostuk eluáló oldattal.  
 
III.2.4. Az FGK scFv illetve az scFv tartalmú célzó komplexek jellemzése in vitro és in vivo 
 
III.2.4.1. Sejtvonalak és egerek kezelése 
 
Munkánk során a következ  sejtvonalakat használtuk: A20 egér B-limfóma sejtek 
(American tissue cell culturing azaz ATCC száma TIB-208) és a P388D1 egér makrofág 
sejtvonal (ATCC szám: TIB-63). Tenyésztésüket 37°C-on, 5%-os CO2 szint mellett nedves 
termosztátban, valamint 5% vagy 10% FCS (GIBCO), 2 mM L-glutamin (Sigma), 100U/ml 
penicillin (Sigma), 100 μg/ml sztreptomicin (Sigma), 50 μM 2-merkaptoetanol és 1 mM 
nátrium-piruvát (Sigma) tartalmú RPMI 1640 (GIBCO) médiumban tartva végeztük. Az 
egerekb l izolált primer sejtek tárolásához, mosásához szintén ilyen összetétel  médiumokat 
használtunk.  
Az in vivo kísérleteknél 6 hetes n stény BALB/c egereket (Charles Rivers Lab.) 
immunizáltunk. Az állatok tartása és kezelése az Állatkísérleti Tudományos Etikai Tanács 
engedélyével (iktatószám: 221/828/003/2007), a hatályos szabályok betartásával történt.  
 
III.2.4.2. Csontvel i eredet  dendritikus sejtek (BMDC) differenciáltatása, illetve 
nyirokcsomó és lép eredet  sejtszuszpenziók készítése 
 
BALB/c egerek combcsontjának epifízisét levágtuk, a csontvel t átmostuk 3 ml GKN 
oldattal, egy 25G-s injekciós t  (Medicor) és fecskend  (Sologard) segítségével. Ezután a 
sejtszuszpenziót lefugáltuk 1200 rpm-mel, 8 percig, és a felülúszó leöntése majd a sejtpellet 
fellazítása után a vörösvértesteket lizáltuk 1 ml ACK oldat hozzáadásával. 1 perc elteltével 
GKN oldattal újra mostuk a sejteket az ACK oldat eltávolítása miatt, azután felvettük ket 
10% FCS tartalmú RPMI 1640 médiumban. A sejtszuszpenziót sz rtük 0,7 μm-es sz r n (BD 
Bioscience), és megszámoltuk Countess (Invitrogen) automata sejtszámlálóval, 0,4% 
tripánkék festékkel (Invitrogen) elkülönítve az elpusztultakat. Ezután 106 sejtet 5% egér GM-
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CSF felülúszó (a termel  klón X63 GM-CSF) jelenlétében 7 napig tenyésztettünk, úgy, hogy 
a GM-CSF-et kétnaponta visszapótoltuk. A 7. napon a sejtek egy részét 50 nM CpG 1668 
oligonukleotiddal aktiváltuk, és további egy napon át tenyészettük ket, majd felhasználtuk az 
FGK scFv köt désének jellemzésére áramlási citofluoriméteres vizsgálatokban.  
A nyirokcsomó eredet  sejtek izolálásához a nyirokcsomókat GKN oldatban 
szétdörzsöltük, mostuk kétszer 8 perces 1200 rpm-es fugálással, majd 5% FCS és 2-
merkaptoetanol tartalmú RPMI 1640 médiumban vettük fel. A szuszpenziót átsz rtük 0,7μm-
es sejtsz r n, majd megszámoltuk Countess (Invitrogen) automata sejtszámlálóval. A 
lépsejtszuszpenzió készítésénél az el bbiekhez hasonló módon jártunk el, kiegészítve azzal, 
hogy a GKN-nel való mosás után lizáltuk a vörösvértesteket 1 ml ACK oldattal a BMDC-k 
izolálásánál már ismertetett módon.  
 
III.2.4.3. Áramlási citofluorimetria 
 
Az scFv-k és komplexeik köt dését sejtvonalakhoz, vagy primer sejtekhez áramlási 
citofluoriméter segítségével vizsgáltuk. Az áramlási citofluorimetriás mérésnél mintánként 
3x105 sejtet FACS csövekbe osztottunk szét, majd mostuk ket 1 ml FACS pufferben, 8 
perces 1200 rpm centrifugálással. A jelölések közötti mosást ugyanígy végeztük. A sejtek 
fellazítása után 20 percig, jégen tartva jelöltük ket fluoreszcens festékkel konjugált 
ellenanyagokkal vagy reagensekkel, akár több lépésben. Az utolsó jelölési lépés után mostuk 
a sejteket, majd 150 l FACS-pufferben felvettük ket. A mérést FACS Calibur 
citofluoriméterrel (Beckton Dickinson) végeztük, az adatok kiértékeléséhez FCSExpres 
szoftvert alkalmaztunk. Az áramlási citofluoriméteres mérések során a teljes ellenanyaggal 
való jelölése esetén használtunk FcR blokkoló K9.361 ellenanyagot is, 20 μg/ml 
végkoncentrációban, amelyekkel a teljes ellenanyagok bemérése el tt 5 percig kezeltük a 
sejteket. Az egyes kísérleteknél a jelölési lépéseket az alábbiakban ismertetjük. 
Az FGK scFv különböz  sejttípusokhoz való köt désének kimutatásához a sejteket 
el ször mintánként 1-1,5 g scFv jelenlétében inkubáltuk, majd mosás után 200x hígított SA-
Alexa 488-at adtunk hozzájuk. A különböz  sejtpopulációk elkülönítésére szolgáló 
fluoreszcens ellenanyagokat 0,5-1 g/ml végkoncentrációban alkalmaztuk, és a B-sejteket 
anti-CD45R-PerCP/cy5.5 (B220), a T-sejteket anti-CD3-Alexa647, a makrofágokat anti-
CD11b-Alexa 647, a granulocitákat Gr-1-PE ellenanyaggal jelöltük, míg a BMDC-k közül az 
éretteket magas anti-MHCII-PE jelöl désük alapján azonosítottuk.  
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Az FGK45.5 teljes ellenanyag és az FGK scFv közötti kompetíciós kísérletnél az els  
jelölési lépésnél el bb hozzáadtuk a mintákhoz a 100x vagy 5x hígítású teljes ellenanyagot 
vagy az izotípus kontrollt, majd 5 perc elteltével az 1,3 μg scFv-ket. 20 perc inkubációt és egy 
mosást követ en a SA-Alexa 488 hozzáadásával detektáltuk az scFv-k köt dését. 
A tetramer scFv-k köt désének jellemzéséhez 1 μg scFv-t el re konjugáltunk 0,5 μg 
SA-Alexa 488 reagenssel fél órán át szobah mérsékeleten, majd a konjugátumokkal jelöltük a 
sejteket. A SA-scFv és msSA-scFv komplexek köt désének citofluorimetriás mérésénél is a 
fentiek szerint jártunk el, azaz az scFv-ket SA-Alexa 488-reagenssel, vagy Dragon Green 
fluoreszcens festékkel töltött mikrogyöngyökkel konjugáltuk 2:1 tömegarányban, egy órán át 
szobah mérsékleten, majd nyirokcsomó eredet  sejtszuszpenzióhoz adtuk, amelyben a B-
sejteket anti-CD45R-PerCP/cy5.5 (B220), a makrofágokat anti-CD11b-Alexa 647 
ellenanyagokkal jelöltük.  
 
III.2.4.4. Az scFv-k biotinilálása és sztreptavidinnel való konjugálása 
 
Az enzimatikus monobiotinilálást az scFv szekvenciájához kapcsolt BirA enzim 
felismer helye tette lehet vé (149), amelyhez az enzim egy biotint képes kapcsolni. Az 
affinitás kromatográfia után az eluáló pufferben lév , tisztított scFv-ket BirA kittel (Avidity) 
monobiotiniláltuk a kit protokollja alapján. A reakció egy éjszakán keresztül, 
szobah mérsékleten zajlott, majd a nem köt dött biotint a monobiotinilált scFv-kt l 
gélsz réssel különítettük el egy 0,1 M karbonát pH=8 pufferrel ekvilibrált, 8 cm magas 
Sephadex G50 medium (Pharmacia) oszlop használatával. Ezáltal a szeparálással egyidej leg 
puffercserét is végrehajtottunk: az scFv-k karbonát pufferbe kerültek, amelyet a 
végkoncentrációt tekintve 5 v/v% glicerollal (Reanal) és 250 mM imidazollal (Fermentas) 
egészítettünk ki, hogy az scFv hónapokig stabil és felhasználható legyen.  
A célzó komplexek kialakításához a szolubilis sztreptavidinhez (Fluka), vagy a 
sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyökhöz (msSA, Dragon Greennel jelölt mikrogyöngy, 
Bangs Lab.) kevertük a monobiotinilált scFv-ket SA:scFv 1:2, azaz telít  tömegarányban (7. 
ábra). A msSA komplexeknél a mikrogyöngyök kalkulált SA tartalma alapján számoltunk, 
amely a gyártó leírása alapján 20,5 μg SA/ mg mikrogyöngy, amely 10mg/ml-es 
gyöngyoldatban 0,2 μg SA/μl mikrogyöngy. A konjugálás PBS-ben történt 
szobah mérsékleten, állandó kevertetés mellett, egy órán át. A mikrogyöngyöket a 
konjugációt megel z en kétszer mostuk PBS-sel, 8 perc 10.000 rpm fugálással, majd 
ultrahangos vízfürd ben 2-3 percig szonikáltuk, hogy homogén szuszpenziót hozzunk létre. A 
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konjugációt követ en egy mosási lépéssel az scFv-k feleslegét is eltávolítottuk a msSA-scFv 
komplexek mell l.  
Az in vivo kísérletek során kontroll komplexként a szintetikus és biotinilált myc-his-tag 
peptidet (myc-HH) hordozó SA-myc-HH illetve msSA-myc-HH konjugátumokat használtuk, 
amelyeknél 4:1 moláris arányban kevertük a peptidet a SA-hez.  
 
 
7. ábra: A célzó komplexek összetétele. Egy vagy kétféle biotinilált scFv-t konjugáltunk 
szolubilis SA-val vagy SA-val fedett mikrogyöngyökkel (msSA-val). Kísérleteinkben kontroll 
komplexként a csak az antigént tartalmazó, szintetikus és biotinilált myc-HH-tag peptidet 
hordozó SA/msSA konjugátumokat alkalmaztunk. 
 
III.2.4.5. Az SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) 
 
Az scFv-k tisztaságának ellen rzésére SDS-PAGE-t végeztünk (Bio-Rad készülék), 
12%-os szeparáló és 4%-os gy jt gélt használva. A mintákat 5x nem redukáló 
mintapufferben, és 100V-120V feszültség mellett, 0,1% SDS tartalmú Tris-glicin oldatban 
futtattuk. Az elválasztott fehérjéket 5 w/v%-os Coomassie Brilliant Blue festékkel festettük 
(Reanal) leng asztalon, egy órás 25ºC-on történ  inkubáció alatt. Ezután 10%-os metanol 
(Reanal) és 40%-os ecetsav (Reanal) tartalmú differenciáló oldattal (többször cserélve) a 
háttérfest dést lecsökkentve, láthatóvá tettük a fehérje csíkokat. A fehérje méretét PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Fermentas) fehérje létra segítségével ellen riztük. 
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A SA-scFv komplexek SDS-PAGE módszerrel való kimutatásához 5 μg SA-t és 2,5 μg 
scFv-t (SA:scFv 2:1 tömegarány) konjugáltunk PBS-ben, majd 10%-os szeparálógélen, 5x 
nem redukáló pufferben, a minták el zetes forralása nélkül futtattuk, és Coomassie festékkel 
festettük meg. A két külön receptorhoz irányító SA-scFv komplexek kimutatásához 
fluoreszcens festékkel jelzett 7g6 scFv-t illetve 2.4g2 scFv-t konjugáltunk SA-Alexa647 
reagenssel. A 7g6 scFv Alexa488 fluoreszcens festékkel való jelölésekor 0,9 mg/ml 
koncentrációjú, 0,1M karbonát pH8 pufferben lév  scFv-hez adtunk 7 μl, 10 mg/ml-es reaktív 
festéket (Alexa 488-szukcinimid észter, Molecular Probes, Invitrogen), kevertettük 
szobah mérsékleten egy órán át, majd a reakciót egy tized térfogatnyi 1 M Tris-HCl 
hozzáadásával leállítottuk. A nem köt dött festéket egy 11 cm magas, 0,1 M karbonát 
pufferrel ekvilibrált Sephadex G-25 medium (Pharmacia) oszlopon, gélsz réssel választottuk 
el. A 7g6-A488 és a 2.4g2 scFv-ket úgy konjugáltuk SA-Alexa 647-tel, hogy minden 
komplex azonos mennyiség  adott scFv-t hordozott: az egyféle scFv tartalmú komplexnél a 
tömegarány 4 μg SA: 2μg scFv, míg a kétféle scFv-t tartalmazó komplexeknél 4 μg SA : 2-2 
μg scFv volt. A különböz  összetétel  komplexeket egy órán át szobah mérsékleten 
konjugáltuk, majd futattuk 10%-os SDS-PAGE gélen, 5x nem redukáló mintapufferben és 
sötétben. Végül a gélt buborék- és gy r désmentesen fóliába csomagoltuk, és a fluoreszcens 
jeleket Typhoon Trio+ szkennerrel mértük. 
 
III.2.4.6. Az egerek immunizálása 
 
Az in vivo kísérleteknél csoportonként 8-8 BALB/c egeret oltottunk szubkután, talpba 
és farokt be, egerenként 5 μg SA és 10 μg scFv tartalmú oltóanyaggal, inkomplett Freund 
adjuváns (Sigma) jelenlétében. Az egyes oltási csoportokban a 7g6, a 2.4g2 vagy az FGK 
scFv-knek, és kett s kombinációiknak a szolubilis sztreptavidinnel (SA) vagy a 
sztreptavidinnel fedett 510 nm-es mikrogyöngyökkel (msSA) alkotott komplexeivel 
immunizáltunk; a komplexek összetételét a 7. ábra mutatja. Az oltásokat megismételtük a 14. 
napon. Az egereket a 28. napon feláldoztuk, szérumot gy jtöttünk t lük és izoláltuk az oltás 
helyéhez legközelebb es , azaz a térdhajlati és a lágyéki nyirokcsomókat.  
Az immunizációs protokol beállításánál végzett kísérletekben 4-4 BALB/c egeret 
oltottunk intraperitoneálisan, adjuváns nélkül, vagy szubkután inkomplett Freund adjuvánssal 
együtt, 10 napos egyszeri oltást vagy 28 napos oltási protokolt követve. Ez utóbbinál a 0. napi 
oltást egy 14. napi ráoltás követett. Az antigén dózis 5 g SA és 10 g scFv volt egerenként 
és oltásonként. A kontroll csoportba csak SA-val vagy msSA-val oltott egerek tartoztak, 
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mivel a myc-HH tag peptid még nem állt rendelkezésre, így az anti-SA IgG ellenanyagszintek 
változásával jellemeztük az immunizáció sikerességét. Az egyszeri immunizáció nem volt 
elegend  az antigénspecifikus ellenanyagválasz kialakításához, így csak a 28. napos oltás 
adatait mutatjuk be a dolgozatban. 
 
III.2.4.7. Fluoreszcens és konfokális mikroszkópia 
 
A Dragon Green fluoreszcens festékkel töltött mikrogyöngyök P388 makrofágokhoz 
való köt désének vizsgálatához a gyöngyöket kétszer mostuk PBS-sel, 8 perc 10000rpm-es 
centrifugálással, majd vízfürd ben szonikáltuk 3 percig. 103 P388 sejtet mértünk ki FACS-
csövenként, mostuk FACS pufferrel 8 perces 1200rpm centrifugálással, majd a következ  
anyagokat adtuk hozzájuk csövenként: 1 μg SA tartalmú mikrogyöngy, 125x hígított Draq5 
(Biostatus) és 25x hígítású koleratoxin B-Alexa 566 (Moleculare Probes, Invitrogen). A 
mintákat jégen, vagy 37°C-on inkubáltuk egy órán át, majd mostuk és tárgylemezre 
cseppentve vizsgáltuk Olympus FV500 konfokális mikroszkóppal.  
A mikrogyöngyök szubkután oltás utáni lokalizációjának meghatározásához az 
immunizáció után egy héttel kivettük az oltás helyéhez legközelebb es  nyirokcsomókat, és 
lefagyasztottuk beágyazó médiumban (Killik, Bio-Optika). A fagyasztott mintából 10 μm 
vastagságú szeleteket metszettünk, tárgylemezre tettük ket, és 15 percig fixáltuk 4%-os 
paraformaldehiddel (Sigma), szobah mérsékelten. Ezt követ en a paraformaldehidet 
kimostuk PBS-sel, majd blokkoltuk a szeleteket 5 v/w% BSA tartalmú PBS-sel, 
szobah mérsékleten, fél órán át. Eztután a metszeteket inkubáltuk egy órán át 
szobah mérsékleten 1-5 μg/ml patkány anti-egér MARCO (klón: IBL-12, Dr. Balogh Pétert l 
származik, Kvell K, Balogh P, 2006, biophys res commun), vagy patkány anti-egér LyVE-1 
ellenanyaggal (klón 223322 R&D System), amelyeket háromszori mosás után nyúl anti-
patkány IgG-Cy3 (Dr. Balogh Pétert l származik) ellenanyag hozzáadásával jelöltünk. 
Emellett a sejtek láthatóvá tételéhez egyes mintákat 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 
Invitrogen) sejtmagfestékkel is festettünk. Minden festési lépés egy órán át, 
szobah mérsékleten és nedves kamrában történt, és az ellenanyagokat PBS-ben hígítottuk. A 
festések után újból mostuk a sejteket háromszor öt percig PBS-sel, majd 50% glicerol 
tartalmú PBS-t cseppentettünk rájuk és lefedtük fed lemezzel. A fluoreszcens jeleket 




III.2.4.8. Komplement aktiváció mérése a mikrogyöngyökön 
 
Az 510 nm-es mikrogyöngyöket, illetve pozitív kontrollként A20 B-sejtvonalat 
kezeltünk 5x hígított normál egér szérummal Ca/Mg veronal pufferben, illetve 5x hígított 
EDTA-s egér szérummal EDTA-s veronal pufferben, valamint csak magával a Ca/Mg veronal 
pufferrel egy órán át, 37°C-on. Ezután a mintákat mostuk háromszor PBS-sel 8 perces 1200 
rpm-es centrifugálással, és elfeleztük ket. Az egyikfelét 3000x hígítású anti-mC3-HRP 
ellenanyaggal 45 percet inkubáltuk 37°C-on, 50 μl végtérfogatban, majd háromszori PBS-sel 
történ  mosás után 100 μl TMB el hívó oldatot adtunk a mintákhoz, és 1 perc után 
leállítottuk a színreakciót 100 μl 2N kénsav (Reanal) bemérésével. A mintákat ezután 
lefugáltuk 8 percig 1200 rpm-mel, és a felülúszókat átmértük ELISA lemezre, majd a 
színreakciót ELISA Reader segítségével olvastuk le (Sanofi Pasteur, PR2100). A minták 
másik felét FACS pufferrel mostuk, majd jelöltük 200x hígítású anti-C3-A647 ellenanyaggal, 





Az immunizált egerek szérumában a SA és a myc-HH-tag peptid specifikus 
ellenanyagtartalom meghatározásához a 96-mélyedés  ELISA lemezeket (Millipore) fedtük 
PBS-ben hígított 4 μg/ml koncentrációjú SA-nel. A lemezeket ezután egy éjen át 4°C-on 
inkubáltuk, majd másnap háromszor mostuk PBS-sel és a mélyedésekbe PBS-ben hígított 2 
μg/ml koncentrációjú biotinilált myc-HH peptidet mértünk. További két órás, 37°C-os 
inkubáció után háromszor mostuk a lemezeket PBS-Tween oldattal, és blokkoltuk 3 w/v%-os 
BSA tartalmú PBS-Tween oldattal, egy órán át 37°C-on. A következ kben minden mosáshoz 
és hígításhoz PBS-Tween oldatot használtunk, és minden inkubáció 37°C-on történt. A 
következ  lépésben, háromszori mosás után, a szérumok 100x hígításból induló felez  vagy 
ötödöl  sorait mértük a lemezre, majd újabb 1,5 órás inkubációt és négyszeri mosást követ en 
5000x hígítású kecske anti-egér IgG1-HRP, vagy 10.000x hígítású kecske anti-egér IgG2a-
HRP ellenanyagokat adtunk a mintákhoz. Ezután 45 percig inkubáltuk a lemezeket, majd 
négyszer mostuk, és el hívtuk TMB oldattal. A reakciót 2N H2SO4 hozzáadásával állítottuk 
le, és 450 nm-en mértük a kialakult színreakciót (referencia hullámhossz: 620nm) ELISA 
Reader-rel. A lemezek összehasonlításához és a relatív koncentrációk méréséhez 
sztenderdként a myc-tag specifikus 9E10 (IgG1) vagy 9B11 (IgG2a) monoklonális 
 42
ellenanyagokat alkalmaztuk, olyan hígításokkal, amelyeknél az egérszérumok értékei a 
sztenderdek a titrálási görbéjének lineáris szakaszára estek. 
A monobiotinilált scFv-k sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyökkel való 
konjugációjának követéséhez az ELISA lemezeket fedtük 5 μg/ml 9E10 anti-myc-tag 
ellenanyaggal, és blokkoltuk 3 w/v%-os BSA tartalmú PBS-Tween oldattal. Eppendorfokban 
hígítási sorokat készítünk scFv és 510 nm-es mikrogyöngyökkel: vagy az scFv-ket adtuk 
felez  higításban 50 μl 100x hígítású 510 nm-es mikrogyöngy mellett, vagy a mikrogyöngyök 
felez  hígításait mértük 0,5 μg scFv tartalmú oldatba. A hígításokat egy órán át 
szobah mérsékleten, rázatva inkubáltuk, majd lefugáltuk 8 perc 10.000 rpm-mel, és a 
felülúszókat a 9E10 ellenanyaggal fedett ELISA lemezre mértük. A kiköt dött scFv-ket 




Az antigénspecifikus ellenanyagtermel  sejtek számát ELISPOT módszerrel határoztuk 
meg az in vivo kísérletekben. A 7g6/2.4g2 oltási sorozatnál az ELISPOT lemezeket 
(Millipore), steril PBS-sel való egyszeri mosás után sterilen, az ELISA módszernél már leírt 
módon fedtük az SA és a biotinilált myc-HH peptid antigénekkel. Ezt követ en a lemezeket 
háromszori steril PBS-sel mostuk, és 10%-os FCS tartalmú RPMI 1640 oldattal blokkoltuk fél 
órán át, 37°C-on. Blokkolás után azonos oltási csoporthoz tartozó térdhajlati és a lágyéki 
nyirokcsomókból készített kevert sejtszuszpenzióból 105 sejtet mértünk lyukanként, 200 μl 
végtérfogatban. Ezután a lemezeket 20 órán át inkubáltuk 37°C-on, CO2 termosztátban, majd 
mostuk négyszer az aljukat és négyszer a tetejüket PBS-Tween oldattal. A mosások után PBS-
Tween oldatban 5000x-re hígított kecske anti-egér IgG1-HRP ellenanyagot mértünk a 
lemezekre (100μl/lyuk), egy órán át 37°C-on tartottuk, majd alaposan mostuk. Az el hívás 
AEC oldattal történt, a reakciót vizes mosással állítottuk le. A lemezeket szárítás után 
szkenneltük (CTL Immunoscan), és értékeltük az Immunospot 3.2 szoftverrel.  
Az FGK/2.4g2 oltásoknál az össz-antigénspecifikus ellenanyagtermel  sejtek számát 
mértük. Az el z ekhez képest az eltérés az volt, hogy az ELISPOT lemezeket kecske anti-
egér /  specifikus ellenanyag 2,5-2,5 μg/ml koncentrációjú, PBS-ben készült hígításával 
fedtünk, továbbá hogy egerenként határoztuk meg az ellenanyagtermel  sejtek számát. A 
detektáláshoz biotinilált myc-HH peptiddel konjugált SA-HRP-t alkalmaztunk 1000x 
hígításban, a konjugálásnál a SA:myc-HH moláris aránya 1:2 volt. 
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III.2.4.11. Reverz fehérje mikroarray 
 
Az immunizált állatok szérumait tárgylemezre (Roth) ragasztott nitrocellulóz 
membránra nyomtattuk (Bio-Rad) BioOdyssey Calligrapher (Bio-Rad) géppel, tömény, illetve 
5x-ös és 25x-ös hígításban, három párhuzamossal. Kontrollként különböz  hígításban PBS, 
9E10, 9B11 és biotinilált kecske ellenanyag is került a membránra. Nyomtatás után a 
membránt 4x5 percig mostuk sz rt PBS-sel, majd 5 v/w%-os BSA PBS-Tween oldattal 
blokkoltuk fél órán át, leng asztalon és szobah mérsékleten. Ezt az oldatot alkalmaztuk 
minden mosásánál és hígításnál. Blokkolást követ en a membránt 4000x-es hígítású SA-
Alexa 647-hez konjugált myc-HH-peptiddel (molárisan 1:2 arányban konjugáltuk ket), vagy 
5000x kecske anti-egér IgG1-Alexa 488 (Moleculare probes, Invitrogen), vagy 4000x kecske 
anti-egér IgG2a-Cy5 (Southern Biotech.) ellenanyaggal kezeltük egy órán át, 
szobah mérsékleten, billegtetve. Egy gyors és egy 3x10 perces mosás után szárítottuk a 
lemezeket, szkenneltük ket (Axon GenePix 4300A), és a kapott fluoreszcens jeleket GenPix 
Pro 6.0 programmal kiértékeltük. 
Mivel a magyar nyelvben még nem alakult ki általánosan elfogadott, egyértelm  
fordítása a mikroarray elnevezésnek, ezért a dolgozatban ezt az angol eredet  megjelölést 
használtuk. 
 
III.2.4.12. Statisztikai elemzések 
 
In vivo kísérletekben a kontroll és az irányított antigéneket tartalmzó komplexek által 
kiváltott ellenanyagtermelés vagy ellenanyagtermel  sejtek száma közötti szignifikáns 
különbségek kimutatására nemparaméteres, többváltozós, Kruskal-Wallis varianciaanalízist 
alkalmaztunk (Kruskal-Wallis ANOVA) a 7g6/2.4g2 scFv-t tartalmazó komplexekkel történt 
oltásoknál, és az oltási protokoll beállításánál. Nemparaméteres analízisre az in vivo adatok 
normál elosztástól eltér  eloszlása miatt volt szükség. Az FGK/2.4g2 scFv-t tartalmazó 
komplexekkel való immunizáció hatását az ellenanyagtermel  sejtek számára, illetve az 
ellenanyagtermelésre, páros permutációs teszttel elemeztük, 5000 ismétléssel. Az ELISPOT 
adatok statisztikai elemzését a 7g6/2.4g2 komplexekkel való oltásnál Chi2 teszttel végeztük, 
mivel ebben az esetben az egy csoportba tartozó egyedek sejteinek egyenl  arányú 
keverékével dolgoztunk, nem az egyedi értékekkel. A számításokat a Statistica 8 szoftver 
vagy Microsoft Excel szoftver segítségével végeztük. A szignifikáns eltérések jelzései a 
dolgozatban a következ k: *   p<0,05, **   p<0,01, ***   p<0,001.  
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IV. Eredmények  
 
IV.1. Az anti-egér CD40 rekombináns egyláncú ellenanyag létrehozása 
 
IV.1.1. Az FGK45.5 immunglobulin könny - és nehézlánc variábilis doménjeinek a 
klónozása 
 
Rendelkezésünkre állt az FGK45.5 agonista CD40 ellenanyagot termel  egér hibridóma 
sejtvonal, amelyb l totál RNS izolálása és cDNS-re való átírása után, polimeráz 
láncreakcióval (PCR) felszaporítottuk az immunglobulin gének variábilis régióit. A VL 
domén nukleotid szekvenciáját az LB10 és LF-FGK, míg a VH doménjét a HB10 és HFRat 
primerpárokkal felszaporítva a kapott PCR termékek mérete 300 illetve 350 bázispár körül 
volt, amely megfelelt az átlagosan 110 aminosavas immunglobulin domén méretének (8. 
ábra).  
 
8. ábra.: Az FGK scFv el állításához az FGK45.5 hibridóma sejtek mRNS-éb l cDNS-t 
készítettünk, majd a megfelel  primerpárokkal felszaporítottuk az immunglobulin gén könny  
(VL) és nehézlánc (VH) variábilis doménjét PCR reakció során. A termékeket 1,5 w/v% 
agaróz gélelektroforézissel megfuttatva a megfelel  termék VL esetében körülbelül 300 bp, a 
VH esetében pedig közel 350 bp méret nek mutatkozott. M: DNS létra, frgamentált pBI-C3 
 
Az egyláncú ellenanyag szekvenciájának létrehozásához a VL és a VH szekvenciákat 
ezután fúziós PCR segítségével összekapcsoltuk. A fúziós PCR termék mérete kb. 700 
bázispár hosszú, amely megfelel a VH és VL, valamint a két variábilis domént összeköt  15 
aminosavas linker szakasz méretei összegének (9. ábra). Az általunk használt egyláncú 
ellenanyagok felépítése az irodalom alapján általánosan alkalmazott formát követi, 5’ végén a 
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VL (ez a fehérje N terminális vége), a 3’ végen pedig a VH domén helyezkedik el (a fehérje C 
terminális vége). Az egyláncú ellenanyag szekvenciáját módosított pET11d vektorba 
illesztettük, és a plazmidokkal TOP10 klonózó baktériumtörzset transzformáltunk. A beépítés 
az NcoI és NotI enzimek segítségével történt, és mivel a két enzim hasítóhelye eltér, a 
beépül  szekvencia orientációját külön nem kellett ellen rizni.  
 
IV.1.2. Az egyláncú ellenanyag DNS szint  meglétének igazolása  
 
A ligálás után a kin tt telepeket ellen riztük, hogy tartalmazzák-e az FGK scFv 
szekvenciáját. Ehhez egyrészt PCR-rel sz rtük a telepeket a LB10 és a HFRat primerekkel, 
amelyek az egyláncú ellenanyag szekvenciáját szaporítják fel, így azok a klónok, amelyekbe 
beépülhetett az FGK scFv, 700 bázispár nagyságú terméket adtak (9. ábra). Negatív 
kontrollként az inszert nélküli, linearizált pET11d vektort használtuk.  
 
9. ábra: Az FGK scFv szekvenciáját tartalmazó baktériumklónokat PCR-rel mutattuk ki, az 
scFv szekvenciájához kapcsolódó primerpár segítségével. A termékeket 1,5 w/v% agaróz 
gélelektorforézissel vizsgálva az scFv szekvenciáját hordozó pozitív klónok esetében 700bp 
méret  terméket kaptunk. A minták felett a klónok száma látható, - : DNS templát mentes 
kontroll minta, M=DNS létra (fragmentált pBI-C3 plazmid) 
 
Mivel a plazmidot a ligáláshoz a 7g6 scFv-t tartalmazó pET11d emésztésével, azaz a 
7g6 scFv kivágásával nyertük, ellen riznünk kellett azt is, hogy a 7g6 scFv nem maradt-e 
vissza a plazmidban. Ebben az esetben ugyanis a 7g6 scFv tartalmú klónok nemcsak hogy 
szintén képesek a szelektív táptalajon kin ni, hanem megfelel  méret  PCR terméket is 
adhattak, mivel a VL és VH primerek a variábilis domének konzervatívabb szakaszaihoz 
kapcsolódnak. Az ellen rzéshez a pET11d vektorhoz illeszked , és a klónozó helyet 





felszaporító pET3 és pET5 elnevezés  primerekkel PCR reakciót végeztünk, és a kb. 1000 
bázispár nagyságú terméket PstI enzimmel emésztettük. A PstI endonukleáznak a 7g6 scFv 
szekvenciájában 2 db hasítóhelye van, míg az FGK scFv szekvenciájában egy sem. Emésztés 
után a kapott szakaszok méretét agaróz gélelektroforézissel ellen riztük (10. ábra). Az FGK 
scFv szekvenciáját hordozó telepek esetén az emésztetlen, 1000 bázispár nagyságú PCR 
terméket kaptuk, míg a 7g6 scFv-t tartalmazó telepeknél ennél kisebb, kb.400 illetve 100 
bázispár méret  fragmentumokat. Kontrollként a 7g6 scFv-t tartalmazó pET11d vektort 
emésztettünk (pET-7g6). Az emésztés eredménye szerint a PCR sz rés alapján pozitív klónok 
többsége valóban az FGK scFv szekvenciáját hordozó plazmidot tartalmazott.  
 
 
10. ábra.: Az FGK scFv és a 7g6 scFv szekvenciáját hordozó telepek elkülönítése a 
ligálás után. A szelektív táptalajon kin tt telepekb l PCR-rel felszaporítottuk a klónozó 
helyet, majd a kapott kb. 1000 bázispár méret  terméket emésztettük a PstI enzimmel, és a 
termékeket megfutattuk 1,3 w/v%-os agaróz gélelektroforézissel. Csak a 7g6 scFv hasítódik 
PstI enzimmel, egy 400 és két 100 bp méret  szakaszra, az FGK scFv nem, így az 
emésztetlen, 1000 bp nagyságú termékek jelzik az FGK scFv szekvenciáját hordozó pozitív 
klónokat. A minták felett a klónok száma látható, M=DNS létra (fragmentált pBI-C3 
plazmid), - : DNS templát nélküli kontroll minta 
 
Az FGK scFv-t meg is szekvenáltuk. A szekvenálásokat a Biomi Kft (Gödöll ) végezte. 
A szekvenciában megtalálhatóak az immunglobulin doméneket kialakító ciszteinek, és az 
IMGT adatbázis segítségével azonosíthatóak a variábilis doméneket kialakító V-, D- illetve J 
szakaszok, valamint az antigén kötéséért felel s CDR régiók is (11. ábra), amely alátámasztja, 
hogy valóban egy immunoglobulin szekvenciát klónoztunk. A VL és a VH domének 
szekvenciáit elhelyeztük a Genbank nukleotid adatbázisban, a hivatkozási számuk a VL 





M   31   32   33   -  pET-7g6  15     16    17    18     19   20    21    22   23    24    25    26   27   
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                 AluI ag|ct15                                   
        NcoI c|catgg2                                               
       1   M  D  I  E  L  T  Q  S  P  A  L  A  V  S  P  G  E  R  V  T   
       1 CCATGGATATTGAGCTGACCCAATCTCCTGCTTTGGCTGTGTCTCCAGGAGAGAGGGTTA 
                                                       KpnI ggtac|c111 
                                      RsaI gt|ac93  RsaI gt|ac109 
      21   I  S  C  R  A  S D  S  V  S  T  L  M  H  W  Y  Q  Q  K  P   
      61 CCATCTCCTGTAGGGCCAGTGACAGTGTCAGTACACTTATGCACTGGTACCAACAGAAAC 
      
                                            HinfI g|antc166 
      41   G  Q  Q  P  K  L  L  I  Y  L  A  S  H  L  E  S  G  V  P  A   
     121 CAGGACAGCAACCCAAACTCCTCATCTATCTAGCATCACACCTAGAATCTGGGGTCCCTG 
                                                   NdeII |gatc228 
                                                   MboI |gatc228 
      61   R  F  S  G  S  G  S  G  T  D  F  T  L  T  I  D  P  V  E  A   
     181 CCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCCTCACCATTGATCCTGTGGAGG 
                                               NdeII |gatc282      
                                               MboI |gatc282       
      81   D  D  T  A  T  Y  Y  C Q  Q  S  W  N  D  P  W  T  F  G  G   
     241 CTGATGACACTGCAACCTATTACTGTCAGCAGAGTTGGAATGATCCGTGGACGTTCGGTG 
            AluI ag|ct312                                     
     101   G  T  K  L  E  L  K  R  G  G  G  G  S  G  G  G  G  S  G  G
     301 GAGGCACCAAGCTGGAATTGAAACGTGGTGGTGGTGGTAGCGGCGGCGGCGGCTCTGGAG 
                NdeII |gatc367                                         
                   MboI |gatc367   HinfI g|antc388                      
     121   G  G  S  E  V  Q  V  V  E  S  D  G  G  L  V  Q  P  G  R  S   
     361 GAGGAGGATCAGAGGTGCAGGTGGTGGAGTCTGATGGAGGCTTAGTGCAGCCTGGAAGGT 
      
                             HinfI g|antc449                  
     141   L  K  L  P  C  A  A  S  G  F  T  F  S  D  Y  Y  M  A  W  V   
     421 CCCTAAAACTCCCCTGTGCAGCCTCAGGATTCACTTTCAGTGACTATTACATGGCCTGGG 
     161   R  Q  A  P  T  K  G  L  E  W  V  A  S  I  S  Y  D  G  S  S
     481 TCCGCCAGGCTCCAACGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCAAGCATTAGTTATGATGGTAGTA 
                     HinfI g|antc556                               
                 TaqI t|cga552       HinfI g|antc572               
     181   T  Y  Y  R  D  S  V  K  G  R  F  T  I  S  R  D  N  A  K  S   
     541 GCACTTACTATCGAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACTATCTCCAGAGATAATGCAAAAA 
     201   T  L  Y  L  Q  M  D  S  L  R  S  E  D  T  A  T  Y  Y  C G
     601 GCACCCTATACCTGCAAATGGACAGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCACTTATTACTGCG 
                   MboII gaagannnnnnnn|674                        
                   AluI ag|ct674           HinfI g|antc698        
     221   R  H  S  S  Y  F  D  Y  W  G  Q  G  V  M  V  T  V  S  S   
     661 GAAGACACAGTAGCTACTTTGATTACTGGGGCCAAGGAGTCATGGTCACCGTCTCCTCC 
 
11. ábra: Az FGK scFv nukleotid és aminosav szekvenciája, a Sequence Manpulation 
Suite online programmal (University of Alberta, Canada) felvázolva. A szekvencia felett a 
restrikciós enzimek hasítóhelyei láthatók; sárga színnel kiemeltük az immunglobulin domén 
szerkezetének kialakításához kell , láncon belüli diszufidhidakat képez  ciszteineket. 





IV.1.3. Az egyláncú ellenanyag fehérje szint  meglétének igazolása  
 
Az egyláncú ellenanyagot DNS szint  létrehozása után fehérje formában is el  akartuk 
állítani, majd igazolni, hogy jól termeltethet  és tisztítható, továbbá hogy specifikus a CD40 
receptorra.  
Az scFv szekvenciáját tartalmazó klónokat BL21 E.coli expressziós baktériumtörzsbe 
transzformáltuk, a baktériumokat növesztettük, és a fehérje termelésüket indukáltuk, majd a 
baktériumok lizátumát teszteltük dot blot módszerrel a myc-tag jelenlétére, anti-myc 9E10 
ellenanyag segítségével. A baktériumok ezt a tag peptidet önmagukban nem szintetizálják, 
csak az scFv-khez kapcsoltan fordulhat el  bennük. Az eredmények szerint a kiválasztott, 
DNS szinten pozitív klónok termelték is az FGK scFv-t (12. ábra). Negatív kontrollként a 
mérésnél a myc-tag-et nem hordozó C3d rekombináns fehérjét és a 7g6 teljes ellenanyagot 










12. ábra: Fehérje termelés sz rése az FGK scFv szekvenciáját hordozó telepekb l, dot 
plot segítségével. A termelt fehérjét anti-myc-tag (9E10) és anti-egér IgG1-HRP 
ellenanyaggal mutattuk ki. A pontok mellett a klónok neve szerepel, a párhuzamosokat 1. és 
2. jelöli. Negatív kontrollként a myc-tag-et nem hordozó C3d rekombináns fehérje és a 7g6 
teljes ellenanyag, míg pozitív kontrollként a 7g6 scFv és a 2.4g2 scFv szolgált. 
 
A DNS szint  és a fehérje szint  ellen rzések alapján kiválasztottunk egy pozitív klónt 
(19-es klón), amellyel a további in vitro és in vivo kísérleteket terveztük. Ezt a klónt újból 
részletesen megvizsgáltuk KpnI és PstI restrikciós endonukleázokkal emésztve, hogy biztosan 
kizárjuk, hogy az el állítás során fellép  esetleges keresztszennyezés következtében nem 
véletlenül a 7g6 scFv, vagy egy harmadik, a laboratóriumban szintén s r n gyártott 2.4g2 
scFv tartalmú klónnal dolgozunk. A PstI enzim egy helyen hasítja a pET11d vektort, és van 
 49
további két hasítóhelye a 7g6 scFv szekvenciájában, amelyb l egy 400bp-nyi szakaszt ejt ki. 
A másik két említett scFv szekvenciájában nincs hasítóhelye. A KpnI enzim hasítja a könny  
lánc szekvenciáját a 106. nukleotid pozícióban az FGK scFv esetében, míg a másik két scFv 
szekvenciában nem hasít. Így tehát a két enzimmel történ  emésztés során a 7g6 scFv-nél két 
nagyobb és egy 400 bp. méret  fragmentum, az FGK scFv-nél pedig egy 1990 bázispár 
méret  szakasz megjelenését vártuk, míg a 2.4g2 scFv konstrukciónál a vektor 
linearizálódására számítottunk a már említett egyetlen vektorbeli PstI hasítóhely miatt. Az 
emésztés után a termékeket agaróz gélelektroforézissel megfuttatva kimutattuk, hogy a 19-es 
klón vektorából egy 1990 bázispár méret  szakasz kiesett, továbbá a többi scFv tartalmú 
plazmidok mintázatától eltér  mintázatot ad, amely igazolta, hogy egyedi, és valóban az FGK 
scFv szekvenciáját tartalmazza (13. ábra). Továbbá a 19-es klónt meg is szekvenáltattuk, 
amely szintén meger sítette, hogy az FGK scFv szekvenciáját hordozza. 
 
 
13. ábra: A továbbiakban használt FGK scFv-t tartalmazó vektort (a 19-es klón) 
emésztettük KpnI és PstI endonukleázokkal, majd a termékeket 1,5 v/w%-os agaróz 
gélelekroforézissel mutattuk ki. Az FGK scFv esetében egy 1990 bázispárnyi szakasz 
hasítódik ki, és ez a mintázat eltér a másik két egyláncú ellenanyag hasítási mintázatától, azaz 
biztosan különböz  egyláncú ellenanyagokról van szó. M= DNS létra (GeneRuler 100bp 
DNA ladder, Fermentas). 
 
Az FGK scFv méretét és a fehérje tisztítás hatékonyságát SDS-PAGE módszerrel 
ellen riztük. Az FGK scFv mérete 32-35 kDa körüli, amely megfelel az egyláncú 
ellenanyagok aminosav mennyisége alapján számolt átlagos méretnek (14. ábra). A kitermelés 









hatékonysága kísérleteink szerint: 250 ml baktériumtenyészetb l, 1,5 ml-es Ni-NTA oszlopos 






14. ábra.: Az FGK scFv tisztaságának és méretének ellen rzése affinitás kromatográfiát 
követ en (1-7 a frakciók) 12%-os SDS-PAGE gélen, Coomassie Brilliant Blue festékkel 
festve. A preparátum tisztának bizonyult, az scFv mérete 32-35 kDa körüli, amely az scFv 
aminosavszekvencia alapján számolt méretének megfelel. 
 
IV. 1.4. Az FGK scFv köt désének jellemzése A20 sejtvonalon és primer sejteken 
  
Következ  lépésként ellen riztük és jellemeztük az FGK scFv-nek az egér CD40 
receptorhoz való köt dését áramlási citofluorimetriás vizsgálatokkal. Ezekben a kísérletekben 
az scFv-t enzimatikus úton biotiniláltuk, és köt dését fluoreszcens festékkel jelzett 
sztreptavidinnel (pl. SA-Alexa 488 vagy SA-Alexa 647) detektáltuk.  
Az A20 egér B limfóma sejtvonalról ismert, hogy kifejezi a CD40 receptort (166), 
amelyet monoklonális anti-egér CD40 ellenanyag (1C10) segítségével mi is meger sítettünk 
(15. ábra). Az FGK scFv szintén köt dött az A20 sejtekhez. 
 









15. ábra.: Az FGK scFv, akárcsak az anti-CD40 (1C10) ellenanyag, köt dik a 
CD40pozitív A20 B limfóma sejtvonalhoz, áramlási citofluorimetriával vizsgálva. A 
biotinilált FGK scFv köt dését a sejtekhez SA-A488 reagenssel mutattuk ki, a háttér a SA-
A488 jele önmagában. 
 
Primer sejteken, úgymint lépszuszpenzióból származó limfocitákon és makrofágokon, 
perifériális vér eredet  granulocitákon, és DC (BMDC) sejteken is jellemeztük az FGK scFv 
köt dését, hiszen egy in vivo kísérlet során, az oltás módjától függ en, f ként ezekkel az 
APC-kel illetve sejtpopulációkkal találkozhat leginkább az FGK scFv. A DC-khez való 
köt dés vizsgálatához BMDC-ket alkalmaztunk, mint elfogadott DC modellsejteket. Az FGK 
scFv köt dött az irodalom szerint CD40 receptorral rendelkez  B-sejtekhez, CD11b pozitív 
makrofágokhoz (16. ábra), valamint az MHCII receptort nagy számban expresszáló, azaz érett 
BMDC-khez is (17. B ábra). Emellett kimutattuk, hogy nem köt dik a T-sejtekhez (16. ábra) 









































16. ábra.: Az FGK scFv köt dött lépszuszpenzió eredet  B-sejtekhez és 
makrofágokhoz, ám nem köt dött T-sejtekhez, áramlási citofluorimetriával vizsgálva. A 
biotinilált scFv-t SA-Alexa 488 segítségével mutattuk ki, a háttérköt dés a SA-Alexa 488 jele 






17. ábra: Az FGK scFv köt dését ellen riztük (A) neutrofil granulocitákon és (B) 
BMDC sejteken is, áramlási citofluorimetriával vizsgálva, ahol a biotinilált scFv-t SA-Alexa 
488 segítségével mutattuk ki. A Gr1 pozitív neutrofil garnulocitákhoz nem köt dött az FGK 
scFv, míg az MHCII pozitív, érett BMDC-khez kapcsolódott. A háttér a detektáló SA-A488 
jele önmagában, a dot plotokon az egyes sejtpopulációk kapuzása látható.  
 
IV.1.5. Az FGK scFv kompetál az eredeti FGK45.5 ellenanyaggal a CD40 receptorhoz való 
köt désben 
 
A következ  lépésben ellen rizni akartuk, hogy az FGK scFv valóban egér CD40 
specifikus-e. Ezért egyrészt BMDC sejteken mértük a CD40 receptor expressziójának 
változását CpG oligonukleotiddal való aktiváció hatására, amelyr l ismert irodalmi adatok 
alapján, hogy fokozza az aktivált, érett DC-ken az említett receptor megjelenését, a nem 
aktivált sejtekhez képest. Eredményeink szerint a CpG-vel aktivált BMDC sejteken anti-
CD40 ellenanyaggal valóban magasabb CD40 receptor expressziót tudtunk kimutatni az 




18. ábra: Az anti-CD40 (1C10) ellenanyag és az FGK scFv köt dése a nem aktivált (fekete), 
illetve a CpG-vel aktivált (zöld) BMDC sejteken. A CD40 expressziója fokozódott az aktivált 
sejteken, amelynek megfelel en n tt az FGK scFv köt dése is ezekhez a sejtekhez. Az érett 
BMDC-ket az MHCII pozitivitásuk alapján különítettük el (kapuzás a jobboldali dot plotokon 
látható). A biotinilált scFv-t SA-Alexa 647 segítségével detektáltuk, a háttér a SA-A647 jele 
önmagában.  
 
Másrészt ahhoz, hogy egyértelm en kimondhassuk, az FGK scFv az egér CD40 receptort 
ismeri fel, kompetíciós vizsgálatot végeztünk közte és az eredeti teljes ellenanyag között egér 
lép eredet  B sejteken, áramlási citofluorimetria segítségével. A kísérlet szerint az FGK scFv 
dózis függ en leszorítható receptoráról az FGK45.5 teljes ellenanyag jelenlétében, míg az 
scFv köt dése változatlan a teljes ellenanyaggal megegyez  koncentrációjú izotípus kontroll 
ellenanyag mellett (19 ábra). Kimutattuk azt is, hogy a CD16 és CD32 receptorokra 
specifikus 2.4g2 scFv köt dését nem befolyásolta az FGK45.5 ellenanyag, azaz a kompetíció 
MHCII+  BMDC
háttér aktiválatlan BMDC-nél háttér aktivált BMDC-nél





































 MHCII+  BMDC
háttér nem aktivált BMDC-nél háttér aktivált BMDC-nél













az FGK scFv és a teljes ellenanyag között a specificitásuktól függ , nem módosítja pl. az 
scFv-k oldatában lév  stabilizáló anyagok hatása. A kísérlet igazolta, hogy a CD40 receptorra 




19 ábra: Kompetíció vizsgálata FGK scFv és FGK45.5 teljes ellenanyag között, lép 
eredet  B-sejteken. A mérés során a biotinilált scFv köt dését detektáltuk SA-Alexa 488 
reagenssel. Az FGK scFv (sötétkék) leszorult receptoráról 5x hígítású FGK45.5 ellenanyag 
jelenlétében (piros), míg a teljes ellenanyaggal azonos koncentrációjú és hígítású izotípus 
kontroll ellenanyag mellett nem (világoskék). A kontrollként használt 2.4g2 scFv nem 
szorítható le a sejtekr l FGK45.5 ellenanyag jelenlétében (zöldek). A háttér a SA-A488 jele 
önmagában, a B-sejtek kapuzása a dot plotokon látható. 
Kompetíció FGK ellenanyag és FGK scFv között
háttér FGK ea 100x +FGK scFv 1.3 ug
FGK ea 5x+FGK scFv 1.3 ug FGK ea 5x+2.4g2 scFv 1.3 ug
FGK ea. 100x+2.4g2 scFv 1.3 ug izotípus kontr. ea.+2.4g2 scFv 1.3 ug












IV.2. Az scFv-k által irányított célzó komplexek köt désének jellemzése 
 
Elgondolásunk szerint az antigénspecifikus immunválaszt modulálni lehet, ha az 
antigéneket irányítottan juttatjuk el az immunválasz elindításában és kialakításában 
nélkülözhetetlen receptorokhoz, mint például a CR1/2, a kis affinitású Fc RII és III, illetve a 
CD40 receptorok.  
A receptorok célzását rekombináns egyláncú ellenanyagokkal végeztük, mivel 
meg rzik az eredeti ellenanyag specificitását, viszont az Fc-részük hiányában nem köt dnek 
más receptorokhoz, nem indukálnak komplement aktivációt sem, azaz a mért hatás csak a 
célzott receptorhoz kapcsolható. Kísérleteinkben a már említett és karakterizált FGK45 scFv 
mellett az egér CR1/2-t felismer  7g6 scFv-t, és az egér Fc RII és III receptorokhoz köt d  
2.4g2 scFv-t alkalmaztuk. A 7g6 scFv el állítása és jellemzése Dr. Prechl József (58), míg a 
2.4g2 scFv részletes leírása Dr. Angyal Adrienn nevéhez f z dik (88). Munkacsoportunk 
korábbi kísérletei szerint az mCR1/2 scFv nem bizonyult elég hatékonynak a hozzákapcsolt 
antigén elleni er teljes immunválasz kiváltásában. Feltételezésünk szerint ezen javítani 
lehetne az scFv valenciájának növelésével, és egyéb, az immunválasz kialakításában fontos 
receptorok egyidej  célzásával.  
A célzó komplexeink a monobiotinilált egyláncú ellenanyagoknak sztreptavidinnel, 
illetve sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyökkel való konjugációjával készültek, és modell 
antigénként a sztreptavidin, illetve az scFv-khez kapcsolt myc-tag és hexahisztidin-tag 
peptidek szolgáltak.  
 
IV.2.1. A sztreptavidin (SA) alapú célzó komplexek köt désének jellemzése 
 
Az in vivo kísérletek el tt ellen rizni akartuk, hogy a komplexek irányító egységeiként 
szolgáló scFv-k célreceptorukhoz való köt dési képességét nem befolyásolta-e a biotiniláció – 
annak ellenére, hogy a minimálisan agresszív enzimatikus biotinilálást alkalmaztuk a kémiai 
helyett -, vagy a sztreptavidinnel való konjugáció. Áramlási citofluotiméterrel jellemeztük a 
monomer és a sztreptavidinnel el re konjugált, tetramer egyláncú ellenanyagok köt dését 
A20 B limfóma sejtvonalon (20. ábra), amely hordozza felszínén a CR1/2, az Fc RII/III és 
CD40 receptorokat. A 7g6, a 2.4g2 és az FGK45 scFv-k köt dtek a sejtekhez mind monomer, 
mind tetramer formában, továbbá a tetramer forma hasonló mértékben ismerte fel a 
célreceptort, mint a monomer forma, azaz az scFv-k biotinilálása és sztreptavidinnel való 
konjugálása nem változtatta meg a célreceptorhoz való köt désüket  
 57
 
20. ábra: Áramlási citofluorimetriával kimutattuk A20 sejteken, hogy az egyláncú 
ellenanyagok köt dési képessége a célreceptorokhoz nem változik a tetramerizáció során. A 
monomer scFv-k esetében a sejteket el bb kezeltük az egyláncú ellenanyagokkal, majd a 
következ  jelölési lépésben adtuk hozzájuk a SA-Alexa 488 reagenst. A tetramer scFv-k 
mérésénél a SA-A488 reagenssel el re konjugált scFv-k köt dését elemeztük. A háttér 
minden esetben a SA-A488 jele önmagában a sejteken. 
 
Kezeletlen Balb/C egerekb l nyert nyirokcsomó eredet  primer sejteken is ellen riztük 
az SA-scFv komplexek köt dését, hiszen a kés bbi in vivo kísérletekben, szubkután oltásnál, 
f ként közülük kerülhetnek ki a célsejtek. A 7g6 scFv, az FGK scFv és a 2.4g2 scFv-k a 
korábbi jellemzésük szerint els sorban a B-sejtekhez és a CD11b receptort kifejez  
makrofágokhoz kapcsolódnak, ezért komplexeiknek ezeken a sejttípusokon való megjelenését 
elemeztük áramlási citofluorimetriával (21. ábra). Az in vivo kísérletek során kontroll 
2.4g2 scFv kötõdése A20 sejteken
















































komplexként a myc- és his-tag peptiddel konjugált sztreptavidint használtuk, ezért ennek is 





21. ábra.: A különböz , biotinilált scFv-k Alexa488 fluoreszcens festékkel jelölt 
sztreptavidinnel (SA-A488) alkotott komplexeinek köt dését elemeztük áramlási 
citofluorimetriával, nyirokcsomó eredet  sejtszuszpenzión. Az scFv-k köt dését a 
sztreptavidinnel való konjugációjuk nem befolyásolta (A) sem a B-sejtekhez, sem (B) a 
CD11b receptort kifejez  makrofágokhoz. A háttér minden esetben a SA-A488 jel 
önmagában. SA-myc-HH: szintetikus myc-his-tag peptidet tartalmazó, kontroll komplex. 
 
Az eredmények szerint az SA-scFv komplexek köt dnek mind a B, mind a CD11b 
pozitív sejtekhez az scFv-k korábban tapasztalt köt dési képességeinek megfelel en, és 
nagyobb mértékben, mint a kontrollként használt SA-myc-HH komplex. Az SA-scFv 
komplexek tehát képesek eljuttatni az antigéneket a célsejtekhez.  
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IV.2.2. Két különböz  scFv-t tartalmazó sztreptavidin alapú komplexek kimutatása 
 
Az APC-k két különböz  receptorának egyidej  célzásához olyan komplexeket 
alkalmaztunk, amelyeknél a SA-hez két különböz  specificitású scFv-t egyszerre 
konjugáltunk. Ilyenkor többféle összetétel  komplex kialakulhat, de az eltér  receptorok 
tényleges keresztkötéséhez a két különböz  scFv egyazon SA-n való megjelenése kell, amely 
komplexek létezését SDS-PAGE módszerrel igazoltuk.  
Alexa647 fluoreszcens festékkel jelölt SA-t konjugáltunk 2.4g2 scFv-vel és/vagy 
Alexa488 festékkel jelölt 7g6 scFv-vel, egy–egy scFv-re nézve 1:1 tömegarányban (ez azt 
jelenti, hogy a két különböz  scFv-t hordozó SA-nál az SA:scFv tömegarány 1:2, azaz telít  
lett). A SA-2.4g2 1:1 tömegarányú konjugátumoknál egy scFv-egy SA összetétel  komplexek 
megjelenését tapasztaltuk az SDS-PAGE gélképen, mivel a kapott méret megfelelt a 30 kDa-
os 2.4g2 scFv és a 60kDa-os SA méreteinek összegével (22. A ábra). Emellett valamennyi SA 
vissza is maradt, mivel az alkalmazott 1:1 tömegarány nem telít . A SA-7g6 esetében viszont 
1:1 scFv:SA tömegarány mellett egy scFv-egy SA és két scFv-egy SA összetétel  komplexek 
is keletkeztek a méret alapján, miközben valamennyi szabad SA is maradt. A 2.4g2 scFv és a 
7g6 scFv mérete között pár kDa eltérés van (22. C. ábra), amely különbség a SA-7g6 és a SA-
2.4g2 komplexek méreteiben is megmutatkozott. A SA-2.4g2-7g6 kett s komplexek SDS-
PAGE képe azt mutatta, hogy kialakulnak olyan komplexek, amelyekben a SA egy-egy scFv-t 
hordoz, és emellett megjelenik a 2.4g2-7g6-SA tartalmú komplex méretének megfelel  csík 
is, amely annyival kisebb a SA-7g6 komplexek méreténél, amennyivel a két scFv mérete 
különbözik. A kísérlet jelzi, hogy a komplexek kialakulását befolyásolja az scFv-k 
biotinilációs és degradációs foka, hiszen a 2.4g2 scFv pár héttel régebbi preparátuma 
ugyanolyan SA:scFv tömegarány mellett rosszabbul konjugálódott, mint a friss 7g6 scFv, 
ezért az in vivo kísérleteknél mindig friss scFv preparátumokkal dolgoztunk.  
Az ugyanolyan összetétel  konjugátumokat SDS-PAGE gélen futtatva és Comassie festékkel 
festve is ellen riztük a konjugátumok méretét (22. B ábra). Erre azért is volt szükség, mivel a 
fluoreszcens detektáláshoz nem volt alkalmas molekulatömeg létránk, és a komplexek méretét 
a gélek utólagos Coomassie festésével határoztuk meg. Ekkor ugyan a létra szépen fest dött, 
de a komplexek csíkjai nagyrészt elken dtek, amelynek hátterében a fluoreszcens festékek 
zavaró hatása állhat. A Coomassie festés a komplexek összetételére nem szelektív, nem 
különböztethet ek meg a kett s, SA-7g6-2.4g2 scFv konjugátumokban a különböz  




22. ábra: Különböz  scFv tartalmú konjugátumok kimutatása. (A) SA-A647-t (piros) 
konjugáltunk 2.4g2 scFv-vel és A488 festékkel jelölt 7g6 scFv-vel (zöld), külön-külön és 
együtt is. A komplexeket nem redukáló körülmények között futtattuk SDS-PAGE módszerrel 
(10%-os gél), majd Typhon fluoreszcens szkennerrel detektáltuk. A kett s komplexek (SA-
2.4g2-7g6) esetében a 130kDa körül (nyíl) mindkét szín megfigyelhet , és hajszálnyival 
kisebb, mint a SA-7g6 komplexeknél a két scFv-t hordozó komplex szintén kb. 130kDa-s jele, 
mivel a 2.4g2 scFv pár kDA-nal kisebb a 7g6 scFv-nél. (B) A SA és a SA-scFv komplexek 
közelít  méretét, illetve (C) a 7g6 scFv és a 2.4g2 scFv (tisztítás utáni frakciók) eltér  méretét 
mutatják a Commassie festéssel készült SDS-PAGE gélek (12%-os illetve 10%-os gél).  
M: molekulatömeg létra 
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IV.2.3. A sztreptavidinnel fedett mikrogyöngy (msSA) tartalmú komplexek jellemzése 
 
Az in vivo kísérletek során alkalmaztunk olyan komplexeket is, ahol az scFv-ket 
sztreptavidinnel fedett, 510 nm-es átmér j  mikrogyöngyökkel konjugáltuk, mivel ismert, 
hogy a nano- és mikrogyöngyök növelik az immunválasz hatékonyságát a hozzájuk kapcsolt 
antigénre. A mikrogyöngyök ezen kívül fokozták az scFv-k valenciáját is. Mivel korábban 
nem használtunk mikrogyöngyöket vizsgálatainkban, ezért az in vivo kísérletek el tt 
jellemeztük a mikrogyöngyök illetve az msSA-scFv komplexek kialakítását, köt dését és in 
vivo lokalizációját. 
Feltételeztük, hogy az 510 nm-es átmér j  gyöngyöket a méretük miatt els sorban a 
makrofágok fogják felvenni. Ennek vizsgálatához P388 elnevezés  egér makrofág sejtvonalat 
kezeltünk a DragonGreen fluoreszcens festékkel töltött mikrogyöngyökkel jégen, illetve 
szobah mérsékleten, egy órán át, majd konfokális fluoreszcens mikroszkópia segítségével 
kimutattuk, hogy a makrofág sejtek valóban megkötik, majd fel is veszik az 510 nm-es 
mikropartikulumokat (23. ábra).  
 
23. ábra: Konfokális mikroszkópiával kimutattuk, hogy a P388 egér makrofág sejtekhez 
(A) köt dik az 510 nm átmér j  mikrogyöngy, egy órás, jégen való inkubációt követ en, míg 
(B) egy órás 37 °C-os kezelés után a sejtek fel is vették a gyöngyöket. Zöld szín: Dragon 
Green fluoreszcens festékkel töltött mikrogyöngy, piros: choleratoxinB-Alexa566 
membránfesték, kék: Draq5 magfesték. 
 
A következ kben jellemeztük az msSA-scFv komplexek képz dését ELISA 
módszerrel, mivel arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen tömegarányban kell keverni a 
A B 
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monobiotinilált scFv-kel az msSA mikrogyöngyöket, hogy azok az scFv-kre nézve telítettek 
legyenek, ám feleslegben se maradjon scFv (24. ábra). Eredményül egy titrálási görbét 
kaptunk, amelyr l a komponensek szükséges konjugálási aránya könnyen meghatározható, és 
amely azt is jelzi, hogy a pontos sztreptavidin és monobiotinilált egyláncú ellenanyag 
mennyiségének ismeretében sztöhiometrikusan tudunk számolni a konjugálásnál. Az adatok 
szerint ideális konjugátumnak a 0,5 g scFv-b l és 100x hígítású, azaz közelít leg 0,25 g 
SA-t hordozó mikrogyöngyb l keletkezett komplex bizonyult. A kés bbiekben ezt az 2:1 




24. ábra: Monobiotinilált scFv-ket konjugáltunk sztreptavidinnel fedett 
mikrogyöngyökkel, állandó mikrogyöngy (A) illetve állandó scFv (B) koncentráció mellett. A 
visszamaradt szabad scFv mennyiségét mértük anti-myc-tag (9E10) ellenanyaggal fedett 
ELISA lemezen. Eredményként titrálási görbéket kaptunk, amely jelzi, hogy sztöhiometrikus 
szabályok szerint lehet számolni a komponensekkel a konjugálásnál. 
 
Megvizsgáltuk azt is, hogy változnak-e a mikrogyöngyökkel konjugált egyláncú 
ellenanyagok köt dési képességei a célsejtekhez, els sorban a B-sejtekhez és a 
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makrofágokhoz, a konjugációt követ en. Az áramlási citofluorimetriás kísérlet alapján az 
msSA-scFv komplexek köt dése a B-sejtekhez változatlan a konjugáció után; a 7g6 scFv így 
is a leghatékonyabban köt dik, és minden komplex köt dése jobb a kontroll peptidet 
tartalmazó msSA-Myc-HH komplex köt désénél (25.A ábra). Az msSA komplexek 
köt désénél több csúcs látható, megfelel en annak, hogy 1, 2, 3, … stb. db mikrogyöngy 
kapcsolódott a sejtekhez.  
 
 
25. ábra: A Dragon Green festékkel töltött és sztreptavidinnel fedett 510 nm-es 
mikrogyönggyel (msSA) konjugált 7g6 scFv, 2.4g2 scFv és FGK scFv (msSA-7g6, msSA-
2.4g2) kapcsolódott a nyirokcsomó eredet  (A) B-sejtekhez a kontroll msSA-myc-HH 
komplexekhez viszonyítva, az egyes scFv-k köt dési képességeinek megfelel  mértékben. 
(B) A makrofágokhoz mindegyik msSA komplex köt dik, még a csak myc-HH peptidet 
hordozó kontroll  komplex is, azaz az antigén eljuttatása hozzájuk mikrogyöngy függ  és 
scFv független.  
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Látható, hogy több B-sejt köt meg egyszerre több msSA-7g6 komplexet, míg msSA-2.4g2-t 
inkább egyesével kötnek a sejtek. A köt dést befolyásolhatja a nano- és mikrogyöngyöknél 
el forduló aggregáció is, amely a homogén eloszlást rontja. Ezzel magyarázható, hogy 
alapvet en minden B-sejt CR1/2 pozitív, ám az msSA-7g6 komplexek által nem minden B-
sejt jelöl dött. A CD11b fehérjét fokozottan kifejez  makrofágok esetében minden komplex, 
a kontroll peptidet tartalmazó is, egyformán köt dik (25.B ábra), amely jelzi, hogy a 
makrofágok valóban hatékonyan megkötik a mikrogyöngyöket, ám nem érvényesül az 
egyláncú ellenanyagok általi irányítás. Az eredmények kimutatták tehát, hogy a 
mikrogyöngy-scFv komplexek köt dnek a B-sejtekhez és a makrofágokhoz, így képesek 
eljuttatni a kapcsolt antigéneket a célsejtekhez.  
In vivo kísérletekben megvizsgáltuk, hogy a különböz  msSA-scFv komplexek 
szubkután oltást követ en hova kerülnek a szervezetben, elérik-e a legközelebbi 
nyirokcsomókat, és ott milyen sejtekhez tudnak kapcsolódni. Kíváncsiak voltunk arra is, hogy 
a lokalizációjukban tükröz dik-e a hordozott scFv-k általi irányítás, hiszen az in vitro 
köt dési mérések nem voltak egyértelm ek e tekintetben. Hét nappal az msSA-scFv 
komplexekkel történt oltást követ en a környéki nyirokcsomókat kivettük, feldolgoztuk, és 
áramlási citofluorimetriával visszamértük a fluoreszcens festékkel töltött mikrogyöngyöket a 
B-sejteken és a CD11b+ makrofágokon, mivel ezekhez a sejttípusokon vártuk a 
kapcsolódásukat az in vitro eredmények alapján. Mind a B-sejteknek (26. A ábra), mind a 
makrofágoknak (26. B. ábra) csak 1-2 %-án találtunk mikrogyöngyöket, és a konjugált scFv-k 
specificitása nem befolyásolta a köt désüket, minden konjugátum azonos mértékben képes 
köt dni a célsejtekhez. 
Az érintett nyirokcsomókból metszeteket készítve megvizsgáltuk az msSA-scFv 
komplexek lokalizációját fluoreszcens mikroszkópiával is. Ezt az tette lehet vé tette, hogy a 
kísérletben használt mikrogyöngyök Dragon Green festékkel voltak feltöltve. Az eredmények 
szerint a mikrogyöngyök, függetlenül a kapcsolt scFv-kt l, a nyirokcsomók 
szinuszhálózatában, f ként a szubkapszuláris szinusz területén helyezkednek el, a B-sejtes 
területen kívül (27. A. ábra). A szinuszhálózat elemeinek további vizsgálata kimutatta, hogy a 
mikrogyöngyök nem kapcsolódnak a medulláris makrofágokhoz, amelyeket a MARCO (167) 
nev  struktúrájuk festésével mutattunk ki (27. B. ábra). Ugyanakkor köt dnek a LyVE-1 
ellenanyaggal jelölt limfatikus endotél sejtekhez (168), különösen a szubkapszuláris szinusz 







26. ábra: Az msSA-scFv konjugátumok lokalizációját vizsgáltuk a környéki 
nyirokcsomó (A) anti-CD45R+ B-sejteihez, illetve (B) CD11b+ makrofágaihoz szubkután 
oltásukat követ en, áramlási citofluorimetriával. A mikrogyöngyök Dragon Green 
fluoreszcens festékkel töltöttek. A B-sejtek és a makrofágok kis százalékához kapcsolódtak 
csak az msSA-scFv komplexek - a felnagyított köt dési képük látható a kis négyzetben -, és a 
hordozott scFv-knek nem volt hatásuk a komplexek köt désére. 
 
Az áramlási citofluorimetriás és a mikroszkópos adatokat összevetve elmondhatjuk, 
hogy az msSA-scFv komplexek eljutnak szubkután oltás után a legközelebbi 
nyirokcsomókba, ám a lokalizációjuk független a hordozott scFv-kt l. A fluoreszcens 
mikroszkópia kimutatta az msSA tartalmú komplexeket a B-sejtes zónákon kívül, a 
szinuszhálózat területén. Ennek ellentmondva, az áramlási citofluorimetria adatai szerint a 
nyirokcsomó eredet  B-sejtek és a CD11b+ makrofágok kis százalékához közvetlenül 
kapcsolódnak a mikrogyöngyök. A mikroszkópiával nem sikerült sejtekhez lokalizálni a 
mikrogyöngyöket, aminek az lehet az oka, hogy a mikrogyönggyel kapcsolódott sejtek 
kevesen vannak (B-sejek vagy makrofágok 1-2 %-a) ahhoz, hogy egy 10 m vastagságú 
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metszetben „tetten érhet ek” legyenek. Az egyes msSA-scFv komplexek lokalizációjában 





27. ábra: Az msSA-MycHH komplex lokalizációja szubkután oltást követ en 7 nappal 
a legközelebbi nyirokcsomókban. (A) Az 510 nm-es mikrogyöngyök (Dragon Green, zöld) 
elhelyezkedése a nyirokcsomó szinuszoid hálózatának mintázatát tükrözi. A szubkapszuláris 
szinusz területe és a medulláris szinuszoid hálózat is fest dik. A szaggatott fehér vonalak a B-
sejt follikulusokat mutatják, míg a kék szín a DAPI anyaggal festett sejtmagokat jelzi. (B) A 
mikrogyöngyök nem lokalizálódnak MARCO specifikus ellenanyaggal jelölt (vörös) 
medulláris makrofágokhoz, ugyanakkor (C) a LyVE-1 specikfikus ellenanyaggal jelzett 
limfatikus endotél sejtekhez köt dnek, els sorban a szubkapszuláris szinusz területén. 
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IV.3. A humorális immunválasz befolyásolása egyláncú ellenanyagokkal irányított 
antigének segítségével 
 
Miután kimutattuk, hogy szolubilis sztreptavidinnel, illetve az 510 nm-es átmér j , 
sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyökkel alkotott scFv komplexek köt dnek a B-sejtekhez és 
makrofágokhoz is, azaz az antigént eljuttatják hozzájuk, egereket immunizáltunk a következ  
tartalmú komplexekkel:  
a) 7g6 és 2.4g2 scFv,  
b) FGK és 2.4g2 scFv. 
Mindkét esetben az egyféle egyláncú ellenanyagot tartalmazó komplexek mellett 
alkalmaztunk olyanokat is, amelyek mindkét egyláncú ellenanyagot hordozták, megvalósítva 
ezzel a különböz  receptorok egyidej  célzását. A komplexeknek a dolgozatban használt 






1. Táblázat: Az in vivo kísérletekben alkalmazott célzó komplex elnevezései, amelyek 
sztreptavidinnel (SA) vagy sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyökkel (msSA) konjugált scFv-
kb l, illetve a kontroll, irányítást nem tartalmazó komplexnél biotinilált szintetikus myc-
hexahisztidin-tag peptidb l (myc-HH) állnak. 
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IV.3.1. Szuboptimális antigéndózis melletti immunizációs mód kiválasztása 
 
Az immunizálást megel z en el kísérleteket végeztünk az antigének mennyiségének, 
az oltás helyének és az immunizálás id tartamának a kiválasztásához: szubkután és 
intraperitoneális oltási módokat próbáltunk ki a SA-scFv és az msSA-scFv csoportokkal, a 
kialakult immunválaszt az anti-SA IgG ellenanyag szinttel jellemeztük ELISA módszer 
segítségével (28. ábra). 28 napos oltási protokolt követve az adatok azt mutatták, hogy a SA-
scFv csoportok esetében a szubkután oltás hatékonyabb az intraperitoneális oltáshoz 
hasonlítva: szignifikánsan n tt az ellenanyagválasz a 2.4g2 scFv-t tartalmazó, illetve a 
kontroll csoportoknál is. Az msSA-scFv csoportoknál nem volt ilyen látványos különbség a 
két oldási mód hatásában, kivéve a csak antigént tartalmazó kontroll csoportoknál, ahol a 
szubkután oltás er teljesebb IgG választ eredményezett. Emellett kimutattuk azt is, hogy 
négyszeres antigén dózis nem javított szignifikánsan a SA-scFv csoportok hatékonyságán, így 
5 μg SA és 10 μg scFv s.c. oltása megfelel nek bizonyult az immunválasz kiváltásához.  
Az el kísérletek alapján a következ  immunizálást használtuk az in vivo kísérletekben: 
az egerek oltásonként 5 g SA és 10 g scFv tartalmú msSA-scFv vagy SA-scFv 
komplexeket kaptak, IFA jelenlétében a 0. és a 14. napon, szubkután, talpba és farokt be. Az 
állatokat a 28. napon áldoztuk fel. 
 
IV.3.2. A kis affinitású Fc RII/III és a CR1/2 receptorokhoz való antigén irányítás hatása a 
humorális immunválaszra  
 
A kis affinitású Fc RII/III receptorokat a 2.4g2 scFv, míg a CR1/2-t a 7g6 scFv 
segítségével céloztuk, SA-val illetve msSA-val konjugálva, és a két receptor együttes 
célzására pedig mindkét scFv-t tartalmazó komplexeket használtunk.  
A humorális immunválasz jellemzéséhez az egerek szérum mintáiból meghatároztuk ELISA 
módszerrel az anti-SA-myc-HH IgG1 és IgG2a ellenanyagszinteket. Az antigénspecifikus 
IgG2b, illetve IgG3 ellenanyagszint kimutatásához nem találtunk a kereskedelmi forgalomban 
megbízhatóan m köd  sztenderdet, az IgM mennyisége pedig alacsonynak bizonyult, és nem 
volt különbség a kontroll és az irányított antigéneket tartalmazó komplexekkel oltott 
csoportok értékei között, így azokat nem ismertettük a dolgozatban. Az össz-
ellenanyagszintek, valamint az antigénspecifikus ellenanyagszintek változásainak 
kimutatásához reverz fehérje mikroarray technikát is alkalmaztunk, és vizsgáltuk az antigénre 




28. ábra.: Az immunizálás módjának beállításához összehasonlítottuk az egyes SA-scFv 
(SA) illetve msSA-scFv (msSA) komplexek i.p. és s.c. módon történ  beadását követ  anti-
SA-IgG ellenanyagválaszt. Az sc SA II oltásnál négyszeres antigén dózisokat alkalmaztunk. 
Az i.p oltásoknál az s.c. oltások hatékonyabbnak bizonyultak a SA-scFv komplexek esetében, 
valamint négyszeres antigén dózis (sc SA II) alkalmazása SA-scFv esetében nem javította 
tovább szignifikánsan az ellenanyag szinteket. A diagramon a csoportok (4 egér/csop.) 
mediánja látható a min. és a max. értékekkel. A csak antigént tartalmazó kontroll csoportokat 
fekete négyzetek jelölik. RU= relatív egység. A vonalak a csoportok (diagramban), a nyilak 
az immunizálási módok közötti szignifikáns különbségeket jelzik (diagram alatt), ahol 
p<0,05, Kruskall-Wallis ANOVA analízissel.  
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IV.3.2.1. Az antigénspecifikus ellenanyagválasz jellemzése ELISA illetve ELISPOT 
módszerekkel 
 
Az ELISA eredmények alapján elmondható, hogy a SA-scFv konjugátumokkal történt 
immunizáció során mindegyik komplexnél szignifikánsan n tt az antigénspecifikus IgG1 
mennyisége a kontroll csoport értékéhez képest, azaz az irányításnak volt hatása mindegyik 
scFv esetében (29.A ábra). Az mCR1/2 és az mFc RII/III receptorokhoz való irányítás 
egymáshoz viszonyítva nem okozott szignifikáns eltérést az ellenanyagválaszban, 
mindemellett a Fc RII/III receptorok célzása er teljesebb IgG1 ellenanyag választ ad, mint a 
CR1/2 receptoroké. Továbbá elmondható, hogy a CR1/2 és a mFc RII/III receptorok együttes 
célzásának hatása nem különbözik számottev en a Fc RII/III célzásának hatásától.  
Az msSA-alapú komplexeknél csak az msSA-2.4g2, azaz az antigént az Fc RII/III 
receptorokhoz irányító komplex bizonyult hatékonynak az antigénspecifikus IgG1 válasz 
kiváltásában, míg a CR1/2 receptorhoz, illetve az egyidej leg mindkét receptorhoz irányító 
komplexek hatása nem különbözött szignifikánsan a kontroll, msSA-myc-HH csoportétól 
(29.A ábra). Az antigénspecifikus IgG2a mennyisége elhanyagolható volt mind a szolubilis 
SA-scFv, mind az msSA-scFv komplexeknél, ezért nincs ábrázolva a dolgozatban.  
A mikrogyöngyök immunválasz fokozó tulajdonságát alátámasztotta, hogy a 
mikrogyöngyökhöz konjugált SA-myc-HH antigén szignifikánsan magasabb specifikus IgG1 
ellenanyag szintet váltott ki, mint a szolubilis SA-hoz konjugált formája.  
Az ELISPOT módszerrel mért antigénspecifikus IgG1 ellenanyagot termel  sejtek 
számának változása alátámasztotta az ELISA mérés eredményét, azaz az irányított antigének 
hatékonyabbnak bizonyultak az ellenanyagtermelés növelésében a nem irányítotthoz képest, 
mind a SA, mind az msSA alapú komplexek esetében (29.B ábra). Emellett az Fc RII/III 
receptorok célzása mikrogyöngy tartalmú komplexekkel szignifikánsan növelte az 
ellenanyagtermel  sejtek számát a többi msSA tartalmú, illetve az SA-2.4g2 komplex 
hatásához képest. Az eredmények azt is mutatták, hogy az msSA tartalmú komplexeknél 
összességében megemelkedett a specifikus ellenanyagtermel  sejtek száma az SA alapúakhoz 
viszonyítva - a növekedés szignifikánsnak bizonyult a kontroll peptidet és a 2.4g2 scFv-t 




29. ábra: A CR1/2 (7g6), az Fc RII/III (2.4g2) és a receptorok együttes célzásánál 
(2.4g2+7g6) a humorális immunválasz jellemzésére ELISA és ELISPOT technikát is 
alkalmaztunk. (A) Az antigénspecifikus IgG1 szinteket ELISA módszerrel SA-myc-HH 
peptid felületre mért hígított szérumokból mértük, anti-egér IgG1-HRP ellenanyag 
segítségével. RU: relatív egység, a 9E10 anti-myc egér IgG1 ellenanyag koncentrációjához 
viszonyított IgG1 szintek. Egyedi értékeket ábrázoltunk, a vízszintes vonal a csoportátlag. A 
statisztikai analízis Kruskal-Wallis ANOVA-val történt. (B) ELISPOT módszernél SA-myc-
HH antigénnel fedett lemezen 5x105 nyirokcsomó eredet  sejtb l mértük a specifikus 
ellenanyagot termel ket. Az oszlopok az egyes csoportok geometriai átlagát mutatják, 




IV.3.2.2. Az antigénspecifikus ellenanyagválasz jellemzése reverz array módszerrel 
 
Reverz fehérje mikroarray technikával elemeztük az össz antigénspecifikus Ig és az 
össz IgG1 szintek változását, mivel az itt megjelen  eltérések is jellemezhetik a humorális 
immunválaszt, és mert az ELISA eredményekkel összevetve a kiváltott ellenanyagválasz 
min ségér l többet tudhatunk meg. Az össz antigénspecifikus Ig szintek a SA-scFv-vel kezelt 
csoportok esetében szignifikánsan magasabbnak bizonyultak, mint a kontroll SA-myc-HH 
komplexszel kezelt csoport esetében – ez utóbbi a kezeletlen egerekben kimutatható anti-SA-
myc-HH ellenanyagok szintjét l alig különbözik -, és emellett magasabbak a msSA alapú 
komplexekkel immunizált egerekben mért értékeknél (30.A. ábra) is. A msSA-scFv 
csoportokban a tapasztalt össz anti-SA-myc-HH Ig szint nagyon alacsony, és a csoportok 
között nem mutatkoztak eltérések. Az össz IgG1 szintet elemezve látható, hogy ez minden 
csoportnál emelkedett oltást követ en a kezeletlen egerekben mérthez képest, de a különböz  
komplexek hatásaiban nem mérhet  eltérés (30.B. ábra). A mikrogyöngyök immunválaszt 
fokozó tulajdonságát szintén meger sítette, hogy a csak antigént hordozó, kontroll csoportok 
között mind az össz antigénspecifikus Ig, mind az össz IgG1 mennyiség tekintetében 
szignifikáns eltérés tapasztalható a mikrogyöngy tartalmú komplexek javára, az ELISA és az 
ELISPOT eredményekhez hasonlóan. 
 
IV.3.3. A CD40 és kis affinitású Fc RII/III receptorokhoz irányított antigén hatása a 
humorális immunválaszra  
 
A következ  in vivo kísérletben a modell antigént az FGK scFv által a CD40 
receptorhoz, illetve a 2.4g2 scFv által a Fc RII/III receptorokhoz irányítottuk, a receptorokat 
egyenként és egyszerre is célozva, SA és msSA alapú komplexekkel egyaránt. Az oltási 
protokoll az el z ekben ismertetettel megegyezett. Az oltásokat követ en megvizsgáltuk az 
aktiválódott sejtek körét áramlási citofluorimetriával, és a kiváltott humorális immunválaszt 




30. ábra: Az immunizált állatok szérumainak ellenanyagtartalmi vizsgálata reverz array 
segítségével. A nitrocellulóz membránra kipontozott immunszérumok (A) össz 
antigénspecifikus Ig mennyiségét SA A488-myc-HH konjugátum, míg (B) össz IgG1 
tartalmát anti-egér IgG1-A488 ellenanyag segítségével határoztuk meg. A SA-scFv 
komplexek magas össz antigénspecifikus Ig szintet váltottak ki, szemben az msSA-scFv 
komplexekkel. Az össz IgG1 szint pedig az msSA-scFv csoportokban emelkedett meg jobban. 
A pontok az egyes egerek egyedi adatait mutatják, a fekete vonal a csoportok, a szürke 
szaggatott vonal a kezeletlen egerek értékeinek geometriai átlagát jelzi. RFI: relatív 
fluoreszcens intenzitás. A statisztikai elemzést Kruskall-Wallis ANOVA-val végeztük, *  





IV.3.3.1. Az immunizáció hatása az APC-k aktivációjára  
 
MHCII expressziójuk alapján megvizsgáltuk áramlási citofluorimetriával, hogy az 
immunizálást követ en az oltás helyéhez es  legközelebbi nyirokcsomókban mely 
antigénprezentáló sejtek aktiválódtak leginkább. Az anti-CD45R marker alapján azonosított 
B- sejteket és a CD11b+ makrofágokat vizsgálva megállapítottuk, hogy a B-sejteken alig, míg 
a makrofágokon jelent sen megemelkedett az MHCII expressziója, a kezeletlen egerekben 
mért értékhez képest, ám minden komplexnél hasonló arányban (31. ábra). Nem tapasztaltunk 
kiugró MHCII növekedést a CD40 célzását megvalósító FGK45 scFv-t tartalmazó 
csoportokban, bár irodalmi adatok szerint anti-CD40 kezelés hatására az MHCII megjelenése 
fokozódik az APC-ken, f leg a B-sejteken. Mivel az msSA-scFv és az SA-scFv-vel kezelt 
csoportok között nem volt különbség, a dolgozatban csak az egyik, a SA-scFv komplexekkel 
történt oltási kísérlet adatait mutattuk be.  
 
IV.3.3.2. Az antigénspecifikus ellenanyagválasz jellemzése ELISA módszerrel 
 
Szemikvantitatív ELISA mérésekkel az antigén, azaz a SA, a myc- és a his-tag-re 
specifikus IgG1 és IgG2a ellenanyag szintek változását elemeztük, összevetve a 
különböz képpen irányított, illetve a csak kontroll peptidet - a myc-HH peptid - tartalmazó 
komplexek hatásait.  
Az eredmények szerint a szolubilis SA alapú, SA-scFv komplexek mindegyike a kontroll 
csoporthoz képest szignifikánsan több anti-SA-myc-HH IgG1 ellenanyag termel dését 
váltotta ki, és a különböz  scFv-t hordozó komplexekkel immunizált csoportok értékei nem 
tértek el jelent sen egymástól (32.A. ábra). Az msSA alapú komplexekkel kezelt egerekben 
szintén emelkedett az anti-SA-myc-HH IgG1 szint, de a csoportok között nem volt eltérés; az 
msSA-scFv csoportok nem különböztek az msSA-myc-HH kontroll csoporttól sem (32.A. 
ábra). Ugyanakkor kimutattuk azt is, hogy a mikrogyöngyökhöz kapcsolt antigén (msSA-
myc-HH) szignifikánsan magasabb antigénspecifikus IgG1 ellenanyagtermelést indít, mint a 
szolubilis SA-hez kapcsolt (SA-myc-HH); ezt már a 7g6/2.4g2 scFv tartalmú oltási 
sorozatban is megfigyelhettük. 
Az anti-SA-myc-HH IgG2a ellenanyagválaszt tekintve elmondható, hogy mindegyik 
SA-scFv kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest szignifikánsan több IgG2a 
termel dött; legnagyobb növekedést a CD40 receptorhoz való irányítás esetén mutattunk ki 
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(32.B ábra). Ezzel szemben az msSA-scFv komplexek gyenge antigénspecifikus IgG2a 




31. ábra: Áramlási citofluorimetria segítségével megvizsgáltuk az MHCII 
expressziójának változását nyirokcsomó eredet  APC-ken, a SA-FGK/2.4g2 komplexekkel 
való immunizálás után két héttel. Az MHCII expresszió a kezeletlen BALB/c egér eredet  
nyirokcsomó sejteken mért értékhez képest (A) a CD45R pozitivitásuk alapján azonosított B-
sejteken nem változott, míg (B) a CD11b+ makrofágokon jelent sen megemelkedett, ám a 
csoportok között nem volt különbség. 
 
IV.3.3.3. Az antigénspecifikus ellenanyagválasz elemzése reverz ELISPOT és reverz 
mikroarray segítségével 
 
Az antigénspecifikus Ig-t termel  sejtek számát reverz ELISPOT technikával mértük, 
ahol egy anti-kappa-lánc és anti-lambda-lánc ellenanyaggal fedett lemezeken az összes 
termelt Ig közül a specifikusakat myc-HH peptiddel kapcsolt SA-HRP reagenssel mutattuk ki 
(33.A ábra). Az eredmények azt mutatták, hogy a SA-scFv komplexekkel oltott egerekben 
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szignifikánsan több ellenanyagtermel  sejt jelent meg, a kontroll SA-myc-HH csoport 
egereihez képest, valamint egyes esetekben a megfelel  msSA alapú komplexekkel 
oltottakhoz képest is. Az egyes irányítást tartalmazó csoportok között nem volt különbség.  
Az ELISPOT esetében kapott adatok tükröz dnek az összes antigénspecifikus Ig-t 
kimutató reverz mikroarray eredményekben is, ahol az immunizált állatok szérumait 
nyomtattuk nitrocellulóz membránra, majd a myc-HH peptiddel konjugált, fluoreszcens 
festékkel jelölt SA-nel detektáltuk a specifikus ellenanyagokat (33.B ábra). A mért 
fluoreszcencia intenzitások alapján a SA-scFv komplexek hatására szignifikánsan több 
antigénspecifikus Ig jelent meg, mint a kontroll SA-myc-HH komplex hatására. Az msSA-
scFv komplexekkel kezelt egerek szérumában kevés az össz antigénspecifikus Ig mennyisége 
a reverz array szerint, és egyes SA-scFv komplexekkel kezelt egerekben szignifikánsan 
magasabb ellenanyag szintet mértünk, mint a mikrogyöngy alapú megfelel ikkel kezeltekben. 
Mindkét módszer azt mutatja, hogy nagy mennyiség  antigénspecifikus ellenanyagok 
megjelenéséhez egyértelm en a szolubilis SA tartalmú komplexek az alkalmasabbak. 
Reverz mikroarray segítségével elemeztük az immunszérumok össz IgG1 és össz IgG2a 
tartalmát is, mivel kiváncsiak voltunk, hogy az immunizáció megnövelte-e az össz Ig 
szinteket, mint ahogy azt egy adjuváns anyagtól, pl. a mikrogyöngyökt l, várnánk. Az 
irodalmi adatok alapján az APC-k CD40 receptorának stimulálása is fokozza az 
immunválaszt, azaz adjuváns-szer  hatása lehet. A mérés eredményei szerint az össz IgG1 
(34. A ábra) és az össz IgG2a szintje (34. B ábra) valóban megemelkedett a legtöbb, 
mikrogyöngyöt tartalmazó komplexszel való immunizáció során, összehasonlítva az SA-scFv 
komplexekkel, mely igazolta a mikrogyöngyök már jól ismert adjuváns hatását. Emellett a 
CD40 célzása, mind az SA, mind az msSA alapú komplexekben, is szignifikánsan növelte az 







32. ábra: ELISA módszer segítségével jellemeztük az antigénspecifikus ellenanyag 
szinteket az SA/msSA - FGK45/2.4g2 scFv komplexekkel való immunizálás után. A mérés 
során SA-myc-HH konjugátummal fedett lemezeken hígítottuk az immunizált egerek savóit, 
majd (A) az antigénspecifikus IgG1-et, illetve (B) IgG2a-t anti-egér IgG1-HRP vagy anti-egér 
IgG2a-HRP ellenanyaggal detektáltuk. Az egyedi adatokat ábrázoltuk a diagramon, a fekete 
vízszintes vonal a csoportok geometriai átlagát jelöli. RU= anti-myc 9E10 / 9B11 ellenanyag 
mennyiségére vonatkoztatott relatív egység. A statisztikai elemzést permutációs teszttel 





33. ábra: A humorális immunválasz elemzése reverz ELISPOT és az összes 
antigénspecifikus Ig-t kimutató reverz mikroarray segítségével. (A) Reverz ELISPOT 
mérésnél az anti- /  lánc ellenanyaggal fedett lemezre kiköt dött Ig-k közül a specifikusokat 
SA-myc-HH HRP reagenssel detektáltuk. (B) Az össz antigénspecifikus Ig szintet kimutató 
reverz array-nél az immunizált állatok szérumait nyomtattuk nitrocellulóz membránra, majd 
SA A488- myc-HH peptid konjugátummal detektáltuk a specifikus ellenanyagokat. A pontok 
az egyes egerek értékei, a fekete vonal a csoportok, a szürke szaggatott vonal a reverz array-
nél a kezeletlen egerek geometriai átlagát jelzi. RFI= relatív fluoreszcens intenzitás. A 





34. ábra: Az immunizált állatok szérumainak össz (A) IgG1 és (B) IgG2a ellenanyag 
mennyiségét reverz array segítségével vizsgáltuk, ahol a nitrocellulóz membránra kipontozott 
szérumokban az ellenanyagok mennyiségét anti-egér IgG1/anti-egér IgG2a-HRP 
ellenanyaggal detektáltuk. Az adatok szerint a mikrogyöngyök jelenléte (msSA csoportok) és 
a CD40 célzása egyaránt növelte az össz IgG1 és IgG2a mennyiségét. Mindkét görbén a 
pontok az egyes egerek értékeit, a fekete vonal a csoportok, míg a szürke szaggatott vonal a 
kezeletlen egerek geometriai átlagát jelzi. RFI= relatív fluoreszcens intenzitás. A statisztikai 




IV.3.3.4. A mikrogyöngyök képesek kiváltani a komplement fehérjék aktivációját 
 
Mivel az in vivo kísérletek során azt tapasztaltuk, hogy a mikrogyöngyök fokozott 
ellenanyagtermelést váltottak ki, ám a komplement receptorokhoz való irányítás nem 
m ködött, megvizsgáltuk, hogy maguk a mikrogyöngyök, illetve a felszínük, mennyire képes 
aktiválni a komplementrendszert. Hiszen elképzelhet , hogy a partikulumok miatt 
felszabaduló C3b és C3d fragmentumok elfedik a 7g6 scFv köt helyét a CR1/2 receptorokon, 
megakadályozva az antigének komplement receptorokhoz való irányítását. A kísérletben a 
mikrogyöngyöket ötszörös hígítású normál vagy EDTA-s egérszérummal kezeltük, majd 
mértük a felszínükön lerakódott C3 fragmentumokat ELISA rendszerben és áramlási 
citofluoriméteren is mértük. Az EDTA-s szérumokkal kezelt minták negatív kontrollként 
szolgáltak, ugyanis a komplementaktivációt az EDTA megakadályozza, megkötve az ahhoz 
szükséges ionokat. Az ELISA mérés eredménye szerint a mikrogyöngyök felszínén 
kimutathatóak a C3 fragmentumok, azaz aktiválták a komplementrendszert, akárcsak a pozitív 
kontrollként használt A20 sejtek (35. A ábra). Az áramlási citofluorimetria eredménye ennek 
ellentmond, mert a C3 fragmentumok lerakódása csak az A20 sejteknél mutatható ki (35. C 
ábra), a mikrogyöngyökön nem (35. B ábra). Az EDTA-s szérummal kezelt patikulumokon és 
sejteken viszont nem jelentek meg a C3 fragmentumok egyik módszerrel vizsgálva sem, azaz 
a rendszer m ködött. A két módszer különböz  eredménye azzal magyarázható, hogy 
valószín leg egy-egy mikrogyöngyön csak kevés hasított C3 fehérje lehet, amelyeket a 
citofluoriméter az egyszerre átmen  kiszámú mintából nem érzékel úgy, mint az ELISA 
módszer, ahol nagyszámú mikrogyöngy felszínén zajló reakciót detektálunk egyidej leg. 
Méréseink alapján tehát kevés C3 fragmentum keletkezhetett az msSA-scFv komplexekkel 





35. ábra: Az 510 nm átmér j , sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyök komplement 
aktiváló képességének vizsgálatához (A) ELISA rendszerben mértük a mikrogyöngyökre és a 
pozitív kontrollként használt A20 B-sejtekre kiköt dött C3 fragmentumokat 5x normál, illetve 
5x EDTA-s BALB/c egér szérummal történt kezelés után, anti-egér C3-HRP-vel. A 
diagramon az eredmények geometriai átlagát és szórását mutatja. (B) Ugyanilyen kezelés 
mellett áramlási citofluorimetriával vizsgálva viszont a mikrogyöngyökön nem mutatható ki 




Kutatásainkban arra kerestük a választ, hogy elég hatékony-e az egyláncú 
ellenanyagokkal, mint molekuláris adjuvánsokkal, történ  antigén irányítás az 
antigénspecifikus immunválasz er sítéséhez vagy modulálásához. Munkacsoportunk 
létrehoztott egy olyan egyláncú ellenanyag panelt, amelyekkel az antigéneket az 
antigénprezetáló sejtekhez, pontosabban azoknak az immunválasz kialakításában és 
szabályozásában elengedhetetlen receptoraihoz juttathatjuk el, ezáltal befolyásolva az 
immunválaszt. A célreceptorok között szerepelt az egér Fc RII és III, a CR1/2, valamint a 
CD40. 
Az Fc RII és III receptorokat a 2.4g2 scFv-vel, a CR1/2-t pedig a 7g6 scFv-vel 
céloztuk, amelyeket kutatócsoportunk már korábban el állított és jellemzett. A CD40 
felismerésére alkalmas FGK scFv-t a jelen munkához kapcsolódva hoztuk létre az agonista 
anti-CD40 ellenanyagot termel  FGK45.5 hibridómából kiindulva. A VL és VH domének 
nukleotid szekvenciájának klónozása után, azok összekapcsolásával, el állítottuk az scFv 
nukleotid szekvenciáját, és a szekvencia helyességét szekvenálással is igazoltuk. Az FGK 
scFv-t a DNS szint  elkészítése után fehérje formában is létrehoztuk, majd in vitro kísérleti 
körülmények között bizonyítottuk, hogy kompetál az eredeti ellenanyaggal, azaz specifikus az 
egér CD40 receptorra. Emellett jellemeztük köt dését az irodalom alapján CD40 receptort 
kifejez  sejtekhez, úgy mint a B-sejtekhez, a makrofágokhoz és a dendritikus sejtekhez, 
valamint ellen riztük, hogy nem kapcsolódik CD40 negatív sejtpopulációkhoz, mint a T-
sejtek vagy a neutrofil granulociták. Az eredmények tükrözték az irodalmi adatokat, azaz az 
FGK scFv szelektíven köt dött az APC-khez. Az FGK45.5 ellenanyagból egy másik 
kutatócsoport is készített rekombináns ellenanyagot (169), amelyben a VL és a VH 
doméneket Ig konstans doménekhez kapcsolták. Ugyanakkor a VL és a VH régió klónozása 
sz kszavú, és a szekvenciákról sincsen adat. Ez a rekombináns anti-CD40, valamint az eredeti 
FGK45.5 teljes ellenanyag (164) is, in vitro kísérletekben képesek voltak aktiválni a B-
sejteket és a DC-ket: többek között a CD80, a CD86 és az MHCII receptorok expressziójának 
növekedését, és a sejtek proliferációját is kiváltották. Ezzel szemben az általunk létrehozott 
FGK scFv-vel nem tudtuk kiváltani a B-sejtek osztódását in vitro körülmények között, 
tetramer formában sem, ami jelzi, hogy valószín leg ehhez a funkcióhoz az Fc-részek 
jelenléte és ezáltal az FcR receptorok keresztkötése is szükséges. Mindemellett vizsgálataink 
alapján az általunk el állított FGK scFv alkalmasnak bizonyult antigének CD40 receptorhoz 
való eljuttatására. 
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Az egyláncú ellenanyagokat oligomerizáltuk a nagyobb számú receptor keresztkötés 
elérése érdekében a biotin-sztreptavidin rendszert használva: szolubilis SA-nel vagy SA-nel 
fedett mikrogyöngyökkel (msSA) konjugáltuk a monobiotinilált scFv-ket. Az így kialakult 
komplexeket használtuk az in vivo kísérletekben az APC-k célzására, modell antigénként a 
minden komplexben jelenlév  sztreptavidin és az scFv-hez fúzionált myc-tag és his-tag 
szolgáltak. A komplexek kialakításakor ellen riztük, hogy a biotiniláció, illetve a 
sztreptavidinnel való konjugáció nem zavarja az ellenanyagokhoz képest kevésbé stabil scFv 
köt dését a célreceptorához. Az SA-scFv komplexeknél mind a 7g6, a 2.4g2 és az FGK scFv 
esetében igazoltuk az oligomer scFv-k változatlan köt dését a célreceptort kifejez  A20 
hibridómához, valamint a nyirokcsomó eredet  B-sejtekhez és makrofágokhoz is, áramlási 
citofluorimetriás mérés során. Az msSA-scFv komplexek köt dése viszont eltért a szabad 
scFv-k köt dését l. 
Az 510 nm átmér j  SA-nel fedett mikrogyöngy alkalmazásával a célzó komplexekben 
arra kerestük a választ, hogy az ismerten adjuváns hatású mikropartikulumok az scFv 
irányítás hatását is képesek-e fokozni, pl. a valenciájuk további növelésével. A 
mikrogyöngyök adjuváns hatásának alapja, hogy a virális vagy bakteriális mérettartományba 
esve a DC-k illetve a makrofágok könnyen felveszik és feldolgozzák ket, a hozzájuk 
kapcsolt antigénekkel együtt. A P388 makrofág sejtvonalon végzett konfokális mikroszkópiás 
mérésünk meger sítette, hogy az 510 nm átmér j  msSA partikulumokat a makrofágok 
könnyen felveszik. Ellen riztük az msSA-scFv komplexek köt dési képességeit nyirokcsomó 
eredet  primer sejteken, ahol kimutattuk, hogy a mikrogyöngyök nem zavarták az scFv-ket a 
célreceptorok felismerésében B-sejteken, habár kevesebb B-sejt jelöl dött, mint ha a 
megfelel  szabad SA-scFv komplexszel kezeltük volna ket. Ennek oka a mikrogyöngy 
szuszpenzió inhomogenitása lehet, mivel a gyöngyök aggregációra hajlamosak, ami kivédhet  
a minták alapos szonikálásával a mintael készítés során. Az msSA-scFv komplexek köt dtek 
a nyirokcsomó eredet  makrofágokhoz is, ám kapcsolódásuk függetlennek mutatkozott az 
scFv-k specificitásától; a minden komplexnél egyforma mérték  köt dés a gyöngyök 
szelekció nélküli, méret alapú felvételét tükrözte. A komplexek köt désének elemzése 
kimutatta, hogy az msSA-scFv komplexek, csakúgy mint az SA-scFv komplexek, képesek 
voltak az antigének eljuttatására a B-sejtekhez és a makrofágokhoz is in vitro kísérleti 
körülmények között, ugyanakkor a makrofágok aktivációja anélkül történik meg, hogy a 
scFv-k nagyszámban kapcsolódhatnának a célreceptorukhoz. Az msSA-scFv komplexeknek 
vizsgáltuk az in vivo lokalizációjukat is, és kimutattuk, hogy szubkután oltást követ en a 
mikrogyöngyök elérik a környéki nyirokcsomókat, ahol els sorban a szinuszoid hálózatban – 
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f ként a szubkapszuláris szinusz területén –helyezkednek el, és csak elenyész  százalékuk 
jelent meg sejthez kötötten. Az egyes csoportok között nem volt különbség a lokalizációban, 
amely újfent jelezte, hogy nem az irányító scFv-k alapján történik a gyöngyök felvétele. 
Az oltások során kimutattuk azt is, hogy az oltóanyag hatására a környéki 
nyirokcsomókban lév  makrofágokon az MHCII expresszió megnövekedett, függetlenül attól, 
hogy szolubilis vagy msSA tartalmú komplexekkel oltottunk, míg a B-sejteken változatlan 
maradt, azaz a makrofágok jobban aktiválódtak az immunizáció során. Ez utal arra, hogy az 
ellenanyagtermelés alakulását, a létrejöv  izotípus megoszlást közvetetten, az aktivált 
makrofágok által kialakított citokin és kemokin környezeten keresztül szabályozhatják a 
komplexek, nem pedig a B-sejtek közvetlen aktiválásával. Az msSA komplexekkel kezelt 
csoportokban az oltóanyag mellett a beadott mikrogyöngyök is hozzájárulhattak a 
makrofágok aktiválásához, hiszen a vizsgálataink is kimutatták, hogy a makrofágok könnyen 
felveszik ket. A makrofágok mellett valószín leg a DC-k is rész vesznek a citokin környezet 
kialakításában, mint a leghatékonyabb antigénprezentáló sejtek, és k is képesek egy 510 nm 
átmér j  mikropartikulum felvételére (18), ezt azonban nem állt módunkban vizsgálni.  
Miután bizonyítottuk, hogy az SA-scFv és az msSA-scFv komplexek képesek az 
antigént eljuttatni a B-sejtekhez és a makrofágokhoz, in vivo kísérletekben megvizsgáltuk a 
humorális immunválasz változását az Fc RII/III, a CR1/2 és a CD40 egyenkénti, illetve 
kombinált célzásának esetén, szolubilis és partikuláris komplexekkel egyaránt. A szolubilis 
SA alapú komplexekkel való immunizálás eredményeit értékelve elmondhatjuk, jól 
irányíthatónak bizonyultak az scFv-k által az in vivo kísérletek során: az SA-7g6, a SA-2.4g2 
és a SA-FGK scFv kezelt egerekben is szignifikánsan magasabb IgG1 ellenanyag szintet 
mértünk, mint a csak az antigént tartalmazó SA-myc-HH komplexszel kezeltekben. Az 
Fc RII/III célzása bizonyult a leghatékonyabbnak az antigénspecifikus IgG1 szint 
fokozásában, összehasonlítva a CR1/2, vagy a CR1/2 és a Fc RII/III kett s célzásával. 
Hasonlóan magas IgG1 termelést váltott ki az antigének CD40-hez való irányítása is, mint a 
Fc RII/III célzása, ám ennek mértéke a CD40 és Fc RII/III receptorok együttes célzásával 
tovább nem fokozódott. Az antigénspecifikus IgG1 termel dése mellett az IgG2a 
ellenanyagok mennyisége is növekedett a CD40 receptort vagy a Fc RII/III receptorokat 
célzó komplexek esetében a kontrol csoport értékeihez képest, míg a CR1/2 célzása nem 
indukálta jelent s mennyiség  IgG2a megjelenését.  
Az antigének irányítása SA-2.4g2 scFv komplexekkel annak ellenére bizonyult 
hatékonynak az antigénspecifikus IgG1 és IgG2a ellenanyagtermelés fokozásában, hogy a 
gátló Fc RIIB-hez is kapcsolódhat a 2.4g2 scFv. Hasonlóan eredményünkhöz, Angyal A. és 
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munkacsoportja 2.4g2 scFv-avidin-FITC komplexekkel immunizált egerekben magas avidin-
FITC-specifikus IgG ellenanyag szintet mutatott ki (88). Ugyancsak a humorális 
immunválasz fokozódását tapasztalta Getahun és munkacsoportja is IgG2a-antigén 
konjugátumok oltása során, ahol az IgG2a ellenanyag szintén felismerésre kerülhet az 
aktiváló és a gátló Fc R-ok által is (84). Kimutatták azt is, hogy az antigénspecifikus 
ellenanyag szint emelkedése FcR  lánc hiányos egereknél nem történik meg az IgG2a-antigén 
konjugátum hatására, ami jelzi, hogy az aktiváló receptorokkal való kapcsolódás az 
els dleges a fokozott ellenanyagtermelés kialakításában olyan komplexeknél, amelyek 
aktiváló és gátló Fc R-hoz is tudnak kapcsolódni. A SA-2.4g2 komplexek is valószín leg 
nagyszámban kapcsolódtak aktiváló Fc R receptorokhoz, valószín leg makrofágokon és DC-
ken, az oltást követ en. Mivel az aktiváló Fc R receptorok keresztkötésére induló érési 
folyamatokat a gátló Fc RIIB stimulálása nem meggátolja a DC-k felszínén, hanem csak 
finoman szabályozza, a túlzott aktivációt elkerülend  (170;171), így azért  a DC-k, és esetleg 
a makrofágok, aktiválódhattak, és olyan citokin környezet jöhetett létre, amely a B-sejtek 
osztódását és ellenanyagtermelését el segítette.  
Az Fc RII/III és a CR1/2 együttes célzása nem fokozta tovább az Fc RII/III célzásánál 
tapasztalt ellenanyagválaszt, a két receptor nem m ködik szinergisztikusan. Régóta kérdés, 
hogy az immunkomplexek által mediált folyamatokban az ellenanyagok mellett az aktivált 
komplement fragmentumok jelenléte vajon mennyire nélkülözhetetlen a humorális 
immunválasz növeléséhez. A komplement fragmentumok jelent sége mellett szól az a régóta 
ismert tény, hogy az IgM és egyes IgG ellenanyagok is képesek a komplement fehérjék 
nagyfokú aktivációjára, és minél jobb komplement aktiváló egy ellenanyag, annál er sebb az 
általuk kiváltott ellenanyagválasz (92). Kimutatták, hogy egerekben IgG3-antigén 
konjugátumokkal való oltás során a komplementrendszer hiánya gátolja a hatékony antigén 
elleni humorális immunválasz kialakulását (92). Másfel l viszont bizonyították, hogy CR1/2 
hiányos egerekben is kialakulhat IgG-antigén fúziós fehérje ellen ellenanyagtermelés (93), 
vagy IgG1-antigén és IgG2a-antigén komplexek ellen nem indukálódik ellenanyag válasz ha 
nincs FcR  lánc, de a komplementrendszer ép (89). Eredményeink is azt jelzik, hogy az 
immunkomplex által kiváltott ellenanyagtermelésben az Fc RII/III-nek nagyobb szerepe 
lehet, mint a CR1/2-nek. Az antigén irányítása a CR1/2 receptorhoz nem váltott ki jelent sebb 
ellenanyagtermelést, sem az SA-7g6 scFv, sem pedig az msSA-7g6 scFv komplexeknél. Az 
utóbbi esetében kimutattuk azt is, hogy a mikrogyöngyök aktiválják a komplementrendszert, 
ám csak kis mennyiség  C3 fragmentum szabadul fel, amely nem akadályozhatja jelent s 
mértékben – pl. a CR1/2 receptorok elfedésével – a 7g6 scFv köt dését a CR1/2 
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receptorokhoz. Heyman B és munkatársai vizsgálatai alapján a CR1/2 szerepe az IC indukált 
folyamatokban inkább a memória válasz kialakításában van, mintsem az ellenanyagtermelés 
kiváltásában (92).  
Az antigének CD40 receptorhoz való irányítása során tapasztalt fokozott 
antigénspecifikus IgG1 és IgG2a ellenanyagválasz bizonyította, hogy a CD40 receptor FGK 
scFv általi stimulációja hasonlóan hatékony lehet, mint a teljes anti-CD40 ellenanyagokkal 
végzett stimuláció. Érdemes megjegyezni, hogy az FGK scFv tartalmú komplexekkel kezelt 
egerekben jelent meg a legnagyobb antigénspecifikus IgG2a ellenanyagtermelés az 
eredmények alapján, amely összhangban van Barr TA és munkacsoportja által végzett 
kísérletek eredményével. Ebben a kutatásban IgG2a izotípusú anti-CD40 ellenanyaghoz 
kapcsolt ovalbuminnal vagy herpes simplex vírus D glikoproteinjével (HSVgD) immunizáltak 
egereket, és szignifikánsan magasabb OVA illetve HSVgD antigén ellenes IgG2a ellenanyag 
megjelenését tapasztalták, az izotípus kontrollt tartalmazó konjugátummal vagy a szabad 
antigénnel immunizált állatokban mért ellenanyag szintekhez képest (120). A magas IgG2a 
termel dés jellemz en a T-sejtekt l függ  immunválasz sajátsága egerekben, valamint a T-
sejtes válasz Th1 irányú eltolódását is jelzi (172;173). 
Az antigének Fc RII/III és CD40 receptorokhoz történ  egyidej  irányítása 
eredményeink szerint nem fokozta tovább az ellenanyagtermelést a CD40 vagy az Fc RII/III 
receptorok egyedi célzásakor kiváltott igG1 és IgG2a szintekhez képest, azaz ezen receptorok 
között sem mutatható ki szinergizmus az általunk alkamazott rendszerben. 
Az SA-scFv komplexekkel kezelt egerekben a reverz mikroarray segítségével detektált 
össz IgG1 és össz IgG2a szintek is igazolták az scFv-k általi antigén irányítás hatékonyságát, 
és megoszlásuk hasonlónak bizonyult az ELISA módszerrel mért antigénspecifikus IgG1 és 
IgG2a megoszlásához. 
Az msSA-scFv komplexekkel végzett antigén irányításkor szintén megnövekedett az 
antigénspecifikus IgG1 ellenanyagok szintje ELISA módszerrel mérve, viszont IgG2a 
ellenanyagok megjelenését nem tapasztaltuk. Emellett antigénspecifikus IgG3 
ellenanyagválasz kialakulását is detektáltuk az msSA- 7g6/2.4g2 scFv tartalmú komplexekkel 
végzett kísérletben, amelyet a dolgozatban nem közöltünk a megfelel  standard hiányában. 
Az ELISA mérések eredménye kimutatta azt is, hogy a csoportok között legtöbbször nincs 
számottev  különbség az ellenanyagválaszban; a csak antigént tartalmazó kontroll csoport 
hasonlóan magas ellenanyagtermelést váltott ki, mint az irányított komplexek, azaz az scFv-k 
általi irányításnak nem volt hatása a mikrogyöngyök mellett, in vivo körülmények között sem. 
A csak antigén tartalmazó komplexeknél a mikrogyöngy alapúak szignifikánsan magasabb 
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antigénspecifikus ellennayagválaszt okoztak, mint a szolubilis SA alapúak, amely 
alátámasztotta a mikrogyöngyök igazolt adjuváns hatását. Az msSA-scFv komplexek 
hatásának reverz array alapú vizsgálatánál tapasztaltuk, hogy nagyobb mennyiség  össz IgG1 
illetve össz IgG2a jelent meg az immunizálás után, mint az SA-scFv komplexekkel való oltást 
követ en, ugyanakkor az antigénspecifikus Ig szintek alacsonyabbnak bizonyultak. Pedig az 
ELISA adatok szerint az msSA-scFv komplexek oltása közel hasonló mennyiség  
antigénspecifikus IgG1 ellenanyag megjelenését váltotta ki, mint a SA-scFv komplexek 
oltása. Ennek az ellentmondásnak az oka feltételezésünk szerint az, hogy a mikrogyöngyök, 
az általános immunválasz fokozó hatásuknak megfelel en, nagyobb mennyiség , de kisebb 
arányban antigénspecifikus, és összességében alacsonyabb affinitású ellenanyagok 
megjelenését váltották ki, mint a SA alapú komplexek, és a reverz mikroarray adataiban ez az 
affinitásbeli eltérés jobban megjelenik, mint az ELISA mérés adataiban. Az össz Ig emelkedés 
szintén meger síti, hogy a mikrogyöngyök adjuváns hatással bírnak. A fokozott össz Ig 
termelés mellett a kevesebb antigénspecifikus ellenanyag, valamint az IgG3 ellenanyagok 
megjelenése T-independens immunválasz kialakulását jelzi, amelyet alátámaszt az is, hogy a 
mikrogyöngyök azonos, ismétl d  epitópokban gazdag felszíne a TI antigénekre is  jellemz .  
Megvizsgáltuk az ellenanyagtermel  sejtek számának változását is az immunizáció 
hatására ELISPOT módszerrel, amely mind a szolubilis SA-scFv, mind a partikuláris msSA-
scFv komplexekkel kezelt egerekben követte az ellenanyagtermelés változását; a magasabb 
ellenanyagszinteket mutató kezelt csoportokban több ellenanyagtermel  sejtet detektáltunk. 
A különböz  receptorok célzásának immunválaszt befolyásoló hatásainál a humorális 
immunválasz elemezésére fókuszáltunk, ugyanakkor számos publikáció bizonyítja a celluláris 
immunválasz módosítását, er sítését az Fc RII/III, a CR1/2 és a CD40 célzásánál is. Az in 
vivo kísérletek során vizsgáltuk az immunizált egerek környéki nyirokcsomóiból származó T-
sejtek antigén általi reaktivációját is sztreptavidinnel konjugált myc- és his-tag peptid 
komplexekkel, ám nem sikerült a specifikus T-sejtek proliferációját elérni. Ennek 
magyarázata lehet az, hogy a sztreptavidin gyenge T-sejt epitópokkal rendelkezik, így kevés 
specifikus T-sejt klón keletkezhetett az immunizáció során (a myc-tag és a his-tag els sorban 
B-sejt epitópok). Erre vonatkozóan kevés adat áll rendelkezésre az irodalomban, az viszont 
ismert, hogy a sztreptavidin kevésbé immunogén a hasonló szerkezet , méret  és funkciójú 
avidinhez képest, pl. mert cukoroldalláncokat nem tartalmaz (174). A kevés specifikus T-sejt 
keletkezésének ellentmond viszont az FGK scFv tartalmú komplexekkel való oltás során 
megjelen  nagy mennyiség  IgG2a , amely izotípus jellemz en T-sejtekt l függ  humorális 
válasz sajátsága. 
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Összefoglalásként elmondhatjuk, hogy az in vitro és az in vivo kísérletek alapján az 
scFv-k képesek a szolubilis komplexek hatékony irányítására. Az FGK scFv és a 2.4g2 scFv 
fokozták a hozzájuk kapcsolt antigének immunogenitását, és alkalmasak lehetnek humorális 
immunválasz finomszabályozására egy alegység vakcina elemeként is. Ugyanakkor az scFv-k 
nem képesek az 510 nm-es mikrogyöngyök irányítására, így a mikrogyöngyökkel az scFv 
irányította célzó komplexek hatékonysága nem fokozható. Mindemellett a mikrogyöngyök 




A jelenlegi irányvonal a vakcinák fejlesztésében a sejtmentes, a kórokozók antigénjeit 
rekombináns formában tartalmazó oltóanyagok el állítása, amelyekhez a rekombináns 
fehérjék alacsony immunogenitása miatt szükséges adjuváns anyagok hozzáadása is. 
Napjainkban er sen kutatott terület a molekuláris adjuvánsok (citokinek, Toll-szer  
receptorok ligandumai, agonista ellenanyagok) alkalmazhatósága az oltóanyagokban, mivel 
az általuk véghezvitt célzott sejtaktiváció során az immunválasz mellékreakciók nélkül 
fokozható. Munkánk célja olyan új, rekombináns egyláncú ellenanyagokon (scFv) alapuló, 
moduláris komplexek fejlesztése volt, amely fokozza a kapcsolt antigének immunogenitását 
az antigén prezetáló sejtek (APC) antigénfelvev  receptoraihoz való eljuttatásukkal, és/vagy 
az APC-k egyidej  stimulációjával.  
A kísérleteinkben alkalmaztuk a 7g6 scFv-t a mCR1/2 célzására, a 2.4g2 scFv-t az 
mFc RII/III célzására, valamint az FGK scFv-t az mCD40 célzására. Ez utóbbit az eredeti 
ellenanyagot termel  hibridóma sejtekb l géntechnológia segítségével állítottuk el , és 
bizonyítottuk specifikus köt dését a CD40 receptorhoz. Az scFv-ket monobiotinilálásuk után 
sztreptavidinnel vagy sztreptavidinnel fedett mikrogyöngyökkel konjugáltuk, egyedileg illetve 
egymással is kombinálva, majd az így kialakított célzó komplexekr l in vitro, illetve in vivo 
kísérleti körülmények között is igazoltuk, hogy képesek eljuttatni a modell antigéneket - a 
sztreptavidint és az scFv-khez fúzionált myc-tag és his-tag-eket - az APC-khez. A szolubilis 
komplexek az in vivo kísérletekben hatékonyan növelték az antigénspecifikus 
ellenanyagtermelést a kontroll, csak antigént tartalmazó komplexek hatásához képest az 
mFc RII/III, valamint az mCD40 célzása során; utóbbi esetben a magasabb, specifikus IgG2a 
termel dés az immunválasz Th1 irányú polarizációját is jelezte. A két említett receptor 
egyidej , kombinált célzása nem vezetett a humorális immunválasz további er södéséhez, 
illetve az antigének mCR1/2 receptorhoz való irányítása sem emelte az ellenanyagválaszt. A 
szolubilis komplexekkel szemben a partikuláris természet ek csak általános adjuváns hatással 
bírtak, a kapcsolt antigén elleni immunválaszt nem er sítették.  
Eredményeink alapján az mFc RII/III illetve az mCD40 scFv-k általi célzása 
hatékonyan er síti, illetve modulálja az antigénspecifikus humorális immunválaszt, így ez 
a stratégia alkalmazható lehet az immunválasz fokozására a rekombináns oltóanyagok 






Modern vaccine development focuses on the application of recombinant antigens in 
vaccines instead of using whole, fragmented or attenuated pathogens, because of their better 
safety. At the same time recombinant antigen-based vaccines proved to be less immunogenic 
compared to traditional vaccines and require adjuvants to induce and maintain protective 
antibody levels. Molecular adjuvants, such as cytokines, ligands of Toll-like receptors or 
agonistic antibodies against APC, are able to induce local yet effective immune response 
without side effects due to their specific receptor or cell type targeting capability. The aim of 
our work was to achieve scFv-mediated antigen targeting to relevant receptors on APC 
involved in antigen uptake or in T-cell costimulation, and thus enhance the immunogenicity 
of antigen. 
We studied the effect of antigen targeting to mCR1/2 using 7g6 scFv, to mFc RII/III 
using 2.4g2 scFv, and to mCD40 using FGK scFv. The latter was generated from hybridomas 
using gene technologies and its specificity for mCD40 was verified. The scFvs were 
monobiotinylated by BirA enzyme, and conjugated individually or in combination with 
streptavidin (SA) or with streptavidin-coated microspheres; complexes formed this way were 
used to target APCs. SA and the Myc- and His-tag peptide fused to scFvs served as model 
antigens in the experiments. We demonstrated in vitro and in vivo that scFvs were capable to 
deliver model antigens to targeted receptors. Moreover, soluble SA-based complexes, which 
targeted mFc RII/III or mCD40, induced significant antigen specific antibody response in 
vivo compared to the control complex containing antigens alone. When targeting antigen to 
mCD40 increased antigen specific IgG2a production was detected, indicating a Th1 biased in 
immune response. The combined targeting of mFc RII/III and mCD40 could not further 
enhance the immune response, and targeting mCR1/2 also failed to induce more elevated 
antibody response. The microsphere-based targeting complexes induced an overall increase in 
antibody level, but did not enhance specific humoral immunity.  
Our study has shown that targeting antigen to mFc RII/III or to mCD40 by scFvs is 
capable to enhance and modulate the antigen specific humoral immune response. Thus, these 
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